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摘要
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Bol斗U 123La m.ラ(望B = 2x = 14)は 目奉 で最
も重要な短卑怯の寒地墾牧草の 五 つ で ある e また酎倒伏性は機械によ る攻穫帝
良質安定性 の面 で も重要な形質で ある o 酎倒伏性は量的形質 であるため買境及
び年次によ っ て 形質の発現が変わる可能性があるo 耐倒伏性を持 つ イ タ リ ア ン
ライ ダラ ス を作出するためには交配及び選抜時に労子 守 - カ - を利周する こ と
で耐倒伏牲形質を正確か つ短期間 で選抜する こ と が重要で ある o しか L,怒 が ら
イタリア ン ライ ダラス は也殖牲でゲノムサイズも大きい こ とか ら分子 レベ ル で
の研究はあまりなされ て い な い o そ こで奉研究でははじめに 3 種類の分子 マ ー
カ - を用 い て高密度連鎖鞄図を作成し､ 得 られた 毘F L Pマ - 尭 - を P C Rペ - ス
にするため に S TS化を行 っ た o そ の 後特性調査の結果から耐倒伏性に関する形
質に つ い て の QT L解析を行 い , 特定された D 国Åマ - カ - を伺 い て幼雷選抜を
試みた o 以下にそ の結果を要約するB
1. もw o･ w ay ps e udo
-もe stc r o s sFま集団 82個体を伺 い て イ タ リ ア ン ライダラ
ス のゲノ ミ ッ タ ライプラリ - か ら作製された 配F L Pマ - カ - (Ⅰ民G #)及び エ ン パ
タ の ア ン カ - マ - カ - (CDO癖 の ほ か に 鬼ぎL P､ T A B(Te量o 阻 e T皇e 民epe aも
As §o ciaもed Sequ e n c e)マ
- カ - によ る計 385マ - カ - か ら成る高密度連鎖地図
を作成した o 連鎖地図は L OD 値 9.8 の レ ベ ル で重な 7 つ の連鎖群か ら成り ､ 全
長 ま24逢.逢 eM ､ マ - カ - 間の 平均距離をま3.7 c&E であ る o こ の 連鎖地図を伺 い て
飽 のイ タリア ン ラ イ ダラ ス連鎖地図と比較した上 で ぺ レ ニ ア]♭ラ イ ダラ ス ､ ヨ
ム ギとの シ ンテ ニ - を確認 した o
2. 民ぎL Pマ - カ - 9 3儲 に つらきて S TS柁 を試み るため シ - ク 王 ンス を行 っ た e
こft,ら得られた シ - ク エ ン ス に対して B L 鬼ST検索を行 っ た と こ ろ i6クE3 - ン
で何 らか の遺伝子と相同性が見られた昏 次 に 95タ ロ - ンほ つ の S S 況を含む)に
つ い て プライ マ - を設計し ､ ㌘C毘 を行 っ た と こ ろ 呈 つ の SS 民を含む合計 67タ
ロ - ン で増幅が確認された o イ夕u ア ンライ グラス の少なくとも 1 品種内で増
幅の見られた 62クEj - ン の うち 25 タ ロ - ン で 品種内の多型が検出された 昏
3. 上記 の解析集団を用 い て形質調査及びQ管L解析を行 っ た e 調査 した 形質
は草丈 ､ 樺 の 重さ , 樺径 ､ 折損抵抗性 ､ 分をブコ数 ､ 押 し倒し抵抗性 も 出態日 ､
評点 による倒伏評価 である o そ の 結果 ､ 評点 によ る倒伏評儀を除くす べ て の 形
質は正規分布を示 し ､ そ れ ちの形質間に患 い て も相関が見られた o QT L解析は
CP(c T O S S･POllin a毛io n) アル ゴリズム(L O D値 3.0)及び B Cl アル ゴ リズム払O D
値 1.9ラに てイ ン タ ー バ ル マ ッ ピ ン グ及び シ ングルポイ ン トで の解析を行 っ た o
そ の 結果､ C Pアル ゴuズム の イ ンタ - パ ル マ ッ ピングにお い て合計 17の嶺域
に つ い て QT Lが検出された o また評点による倒伏評価 の QT Lは全連鎖欝 で検
出された ｡
4. QT L解析 で得らわた 2 つ の マ - カ - を用らミて 幼苗選抜を試みた o 軽潤 し
た マ - カ - は L G 5に座乗して い る もp3d21( 寄与率 37%) 及び L G 6 に座乗して
い る 舶 C- C G T1 4(寄与率 25.8 %) で あ る ｡ 再現性を確認するために地図作成
に利周 した集団 の残り 12 3儲俸に つ い て 試験したと こ ろ , もp3 d2 1の み 呈%e3有
意凍準 で有意差が確認された o また実際の 耐倒伏怪奇種樹料を用らミた選抜妄≡お
い て 表現型の み で選ば凱た 竣9個体 に つ い て 毛p3d2i_ に よ る 冒
- カ - 解析 を試 み
た と こ ろ ､ 2 3個体は tLP3d2 まに よ っ て 酎闘伐性であると判定きれた ｡ そ 釣 接 種9
i)
個体か らさらに蓑喫墾による選抜を重ぬ ､ 選ばわた 38儲捧のうち 呈5解体は 冒
- カ - によ り耐倒伏牲であると判定きれた8 最毒引こ判定した 23歯俸 の う ち 15
個体(65 %)絃最終的に表現璽 で も選抜されたと いう縫巣が得られた o
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緒論
現在 BS E( 牛海綿状男茜痘) の発生に伴ら盲食の安全性ほもとより家畜飼料の安
全性 へ の 意識も高まりつ つ あ る o 近らミ将来家畜飼料に対し て も ト レ - サ ビリ テ
ィ ー ( 履歴管理) が求められるかもしれな い e しか しな が ち我が頭の飼料の 自
給率は低く､ 約 75 %を外国からの輸入に療 っ て い る o 昨今の安全性意識 の高ま
りを考えるならば家畜並びにそ の飼料まで も国内生産に変え てらミく こ とが望ま
れる o この た め牧草類や長大璽飼料作物 ( 主にトウ モ ロ コ シ率 ソ)レガム) の栽
培面積の鉱夫､ そ の た め の よ り進んだ育種は今後の重要な課題であると考えら
れる o
イ タリ ア ン ライダラス (Loll
'
Llm B 3 filt Bo m B 3La 臥) く2B = 2x = 呈4) は ､ 我
が国 で最も多く栽培され て い るイネ科寒地型牧草の 1 つ である ｡ イ タリ ア ン ラ
イダラスは Fe sも顎 e eae 族 Loll
'
LZ m属に分類され , 同じ属内には他にベ レニ アル
ライダラス (LoEu m pe p e B B eL.) な どがあるo 田内における栽培範囲ほ来光か
ら沖耗まで と広く分布し て お ぢ ､ 飼料用としてだけで はなく多年生芝草との混
播に も利周 さわ て い る o 国 内で イ タ リ ア ン ライ ダラス の 育種が始ま っ た の は
19 55年か らである o 以来 ､ そ れ ぞれ の栽培地域 ､ 栽培目的に合 っ た育種が行わ
れ て き た o 育種目標として は多収性 ､ 採種牲号 商才病虫性､ 耐倒伏性 ー 不 良環境
に対する ス トレス耐性など多岐にわた っ て お り ､ 現窪ま で に敦多く の 品種が育
成され て い る o 中で も商才倒伏性は機械 で の収穫 ロ ス の低減 ､ 多雨条件下 で の株
括紺汚止､ また採種牲の 向上 に関連する最も重要な形質として認識さわ て い る o
しか しなが ら倒伏は風雨などの環境の影響を受けやすく ､ また病虫害 の発生等
をこよ り開場 で の表現型の み で選抜ずる の は困難で ある o また飼挨は藁 の強さ ､
碍 の 太 さ ､ 草丈 ､ - - 穂粒数等 の襟数 釘要因かち影響を受をチる た め環境要田蔓這左
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右されな い 安定した選抜法が望ま軌 てら与る o
最近で は遺伝子地図の充実及び D N 鬼マ - カ - 技術の向よ妄こ洋らき､ 育種にお
ける選抜には D 野良 マ - カ - が 朝岡さわるようにな っ た o この マ - 尭 - 利頗選
抜 (Ria 14ke r a s sis毛ed§eleぬ o n;Ri鬼S) は韓填 で の表現型に よ る選抜に比 べ ち 栽
培年次の環境影響を受ける こ と恵く目的の 形質に つ い て の み選抜する こ とが可
能であるo また マ - カ - の解析 は少量の D 討Åがあれば可能で あるため 写 植物
体 の成長を待つ こ となく幼雷 の時点で サ ンプリ ン グし ､ 結果を得る こ とが出来
るo こ の こ とか ら 班鬼S は育種期間を短縮し ､ 環境など砲の影響を受狩る こ と
なく選抜する こ とが出来る有摺な手段であるとい える o M 鬼S で の選抜には寄尊
率 の高 い マ - カ - を使周する こ とが望ましむさo そ の た め開発した マ - カ - が目
的形質に緊密に連鎖 して い る こ とが重要である B しか しな が ら形質喜=よ っ て 紘
遺伝子型と表現撃とを明確に対応づける こ と は出来ない もの もある o
形質 には表項禦が不連続でそ の差異を定性的に表す こ とが出来る ｢質的形質+
と表項墾が連続的で計数値または計量鹿で表される ｢量的形質+ があるB 萌 鼠
ゲノム分野で の研究の発展に伴 い ､ 今まで統計的に しか解析出来なか っ た量的
形質も遺伝子魔の単位 で解析できるようにな っ た o 耐倒伏牲を含め量的形質は
質的形質と違 っ て環境書こ左右される o 量的形質には複数 の遺伝子が関与して い
る とい われて い るが , QT L(quanもぬもiv eもr aiも呈e ci) 解析により嚢約形質に関
与する儲 々 の遺伝子座の位置や遺伝効果を推定する こ とが可能とな り ､ 品種改
良事業にと っ て 大きな技術革新とな っ た ｡
郡 L解析には連鎖地図と表現墾の 調査結果が必要 である o しか しな が ら現在
イタリア ン ライダラ ス の高密度連鎖地図は発表さ酌 て い なら盲o そ の 原因 の 蓬 つ
像イ夕u アン ライ ダラ ス が他車経で あ る ニとが挙をヂら釣る 金 地殖牲縫物 で は イ
ネ ､ ム ギなどの自殖性格物と違 っ て 基奉約 に遺伝子座ほ ヘ テ ロ で ､ ま た逮転子
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の労離 パ タ - ンが 多く ､ 解析が困難 である こ と ､ また遺伝自ち蔓こ複雑なため地殖
性専周 の解析 ソ フ トが無 い こ と ､ また地殖経で ほ近交度が高まると生存力率生
活力が弱まる近交弱勢(inbTe e逢i喝 depf eS S皇o n)の 現象が見られ る こ とが挙をブら
れる ｡ 他 の 原因 と して はゲノムサイズが大きい (ll C = 2088 Aib) (琵tlもeh皇n s o n
ら 1979) こ と ､ また作物 の重要性 の問題が拳をヂられ る昏 自殖性作物は重要性が
高く ､ 研究が進んで い る が , 比較的利摺価値の低 い飼料作物怒どの他藩性汚物
に関して はあまり研究がな され て い急い の は事実 である o しか しな が ら文頭で
述 べ たように飼料作物 の 自給率向上を 削旨すにほ ､ 鶴殖性作物 のゲノム レペプレ
で の研究は今後重要な課題とな っ てく る であろう o
こ の た め奉研究ではは じめに QT L解析を行うため の連鎖磯田の搾成を行 っ
た e また奉研究 で得た連鎖地図の 情報を ､ イギリス諸島や ヨ - ロ ッ パ や アメ リ
カ合衆国､ オ ー ス トラリア ､ ニ ュ ー ジ - ラ ン ドで栽培されてらきるイタリア ン ラ
イダラ ス の 近縁種である ベ レニ ア)レライダラス , 同じイネ科攻撃の メドゥ フ ェ
ス タ (Festuc a pE Bte B Sis Buds.ラ､ ト - ル フ ェ ス タ (鼎 st臼Ca a 3書訂Bdl
'
B B C e B
SehT eb.), イネ科作物 の コ ムギ へ の 応頗につ い て も述 べ たo
第 1 部で はイ タ リア ン ライ グラス の連鎖地図の作成及び ぺ レニ アル ライダラ
ス の地図との比較と ､ そ れ ら と コ ムギと の シ ンテ ニ - 育 また ゲノ ミ ッ タクE3 -
ン の S T S化 , 及び作成したイ タリア ン ライダラス の ST Sマ ー カ - の ベ レニ ア
ル ライ ダラス ､ メ ドゥ フ ェ ス タ ､ ト - ル フ ェ ス タ へ の 応周に つ い て述 べ た e 第 望
部で紘イタリア ン ライ ダラス にお汁る樹倒伏性関連形質の QT L解析及び コ ム
ギの耐倒伏性関連形質 の QT L儀域との 比較に つ い て , また特定された耐倒伏性
関連D 封Åマ - カ - を利稽した幼酋選抜の試みに つ い て 述 べ た o
奉研究は今後耐倒伏性品種の育成を進める際妄≡よ り早く て 正確な選抜を可能
をこするため の D N 鬼マ - カ - を開発する こ と を目的として行 っ た o
ま0
第1部 民F L P及びそe3他03マ - カ - 蔓こよ る高密度連鎖地図の作成及び 民ぎL P
マ - カ - の S TS化
緒言
近年 ､ い く つ か の 主要作物 に つ い て連鎖地図が作成され て い る o 連鎖地図と
は遺伝子座同士 の連鎖 の壊さか らそれら の位置を線状に表した もの である o 連
鎖地図の利潤法は様 々 で あるが ､ 例えばある主要作物に つ い て品種改良しよう
とするとき ､ 目的の 形質に関連する遺伝子そ の もの を単離しなく て もそ の遺伝
子に強く連鎖して い る マ - カ - を使周し て選抜する こ とで育種に応周する こ と
が出来るo また そ の連鎖地図は育種の みならず飽の埴物と の比較によるシ ン テ
ニ -(野 nte ny) 研究や進化 の解明にも利用する こ とが出来るo シ ン テ ニ - とは異
種間で複数の遺伝子が同頗序で連鎖した染色体構造が認めらわる こ とである 導
こ の よう な比較 マ ッ ピ ングは種 の進化を解明するため に重要な情報である｡
連鎖地図を作成する際, そ れぞれ の目的に合 っ た解析樹料を作成ずる こ とが
重要 で轟る o 種類 と し て は F望 佼配後の自殖望代目)㌔ D fI(-do tlbied hapioid 倍
加半数体)I BC (戻し交配) 等 い く つ かある o しか しな が ら触殖性の場合 ､ 自
殖性と違 っ て 近受度が高まると生存力や 生活力が弓勇まる近交弱勢が起 こ るた め
に F2､ D H､ B C等 の集団は利潤 で きな い場合が多い o この ため樹木単多く の飼
料摺牧草の ような他殖性接吻の連鎖地図 の作成にをま ps eudo -毛e §もe 若8 S S(民主挑磨ぎ
ら ま99O; Gァaももapaglia と Sede ilOff呈99鐘) が利摺される 8 こ の 方法では由縁関
係がない 2 つ の ヘ テ ロ 留俸を掛狩合わせた Fl集団を使摺するo また自療 の場合
と違 っ て 最初にデ - 夕申 の母親ホ モ X 父親 ヘ テ ロ 桁 マr- カ - ､ 母親 へ テ E3 ×父
親 ホモ の マ - か - に つ い て 解析し ､ そ軒tぞわ の鴻転 約 地図が作成さ者もる o こ着て
l ま
ら 両 親 由 来 の 2 つ の 地 図 は 民FL ㌘ (琵e sもぎ皇ぬ o n ぎL4ag n e n毛 Le 喝 も払
po呈ym o fPhis m) や SS 昆(Simple Sequ e 11 e e鮎 pe a毛) の ような糞優性 の マ
- 尭
- を伺 い る こ とで母親 ヘ テ ロ × 父親 ヘ テ ロ の マ - カ - 座 を位置づをチる こ と で統
合する こ とが出来るo 近年 ､ ベ レニ アル ライ ダラ ス (望n = 2Ⅹ = 1 凄ラ におらミて
AぎL P(Åmp呈ified Fr ag m e nも Le ng紘 Polym o rph主犯 )､ 琵F L P､ S S昆 を含む多
く の分子 マ - カ - が 開発され ､ 連鎖地図が発表され て い る(Hayw a T通 ら ま998;
Berも ら 1 999;Fo r ste rら 2001;Jo n e sち 2001､ 望OO2a ､ b;良妻m 鎧も組 逸 ら 2882ラo
ÅF L Pは 4塩基認識と 6塩基認識の制限酵素の組合せ蔓こよ り得た断片03切断
沓位 に ､ 20塩基程度 の ア ダプタ - を結合 させ ､ Pe 艶(Polym e 若捜S ee畠a呈漁
Re a ctio n) 反応の鋳型とし ､ こ の アダプタ - の 3ヲ末端 に任意の塩基を 1 - 3僻村
如した配列をプライ マ - と して PC民 で得られる多墾である ｡ 得ら れた多墾Q)大
多数は有る無しの優性遺伝を示すo ÅF L P技術は実験の難易度として は中程度
の レベ ル であり ､ しか も早急に数多く の多型 の見られる遺伝子塵を検出で きる o
そ の 結果として ､ 連鎖地図の作成や マ - カ - の 開発 に幅広く使われるようにな
っ た(Sim o n sら 1 997)｡ 飼えばベ レニ アル ライ ダラス で は 463苛 - カ - を含む
高密度 ÅF L P連鎖地図が作成された (Be Tも ら 1999ラo
R ÅぎD (Ra ndo m Å mpli 鮎 d Polym o rphic D N 鬼) ぼ無作為配列 プライ マ
- に
ょ り P C 混増幅される B 甜A断片申に鶴然検出される多墾 であ巧 , 得 られ た多型
はほとんどが優性 である o また操作は簡単迅速 で ､ コ ス トも低 い e D 野良サ ンプ
ル捻極少量 で足り る e ラ ン ダム プライ マ - を伺 い るた め ､ 解析対象の 生物 の塩
基配列情報を必要としない o しか しなが ら R 鬼P D法 で は多型は検出し脅す い が
再現性が乾 い た め ､ 得られ た マ - カ - はア ンカ j a 温 e態o 君)とし て利潤 で きなif
:も
e
また通常 最良P D多型 は片方 の親e)み で バ ン ドが見ち豹 ､ もう片方の親 で ば 見ら
れな い こ とか らそQ)F望 に 関 して 経歴性ホ モ撃と ヘ テ ロ 型 の 区別が
13 かず ､ 分療
呈望
比は 3:1 にな っ て し まう o こ の た め組換え庸推定に おける情報量は少な♭蔦o
民F L P( 制限酵素断片最多墾) は翻限酵素の特異的切断亨固所 の相違をこよ 巧断片
長に生じる差異 ( 多墾)を ､ 断片 に来通し て結合するプE3 - プによ るサザ ンj ＼
イブリグイゼ - シ ョ ン で検出するo R F L Pマ - カ - は ほ とんどが英優性であり ､
民鬼PD や 鬼F L Pマ - カ - と違 っ て そ の地図の情事巨は マ ッ ピン グ集団が変わ っ て
も応摺し易 い と い う利点がある(Be ckm a n nと Solie 若198 6･B e呈e 昆軸 若is 1987ラo
R F L P解析には大量 のゲノム B N Åを必要とし - 労力 ､ 時間 ､ コ ス トの 薗で も決
して効率が良い と は言えな い が ､ 有摺な R F L P連鎖地図はゲノム の構造解析
(Be rha n ら 1993) や D N Åマ ー カ - を軽 っ た イ ンサイチ エ - ハイ プリダイゼ
- シ ョ ン によ るある特定の染色体 の物理地図の作成くwe m e Tら 19望; 鞄 n o 敬鎧
と G態 醜afs o n1 99 5)や マ - カ - 選抜 によ る作物 の農業特性の向上などをこ投立 つ B
また近縁種との R F L P比較マ ッ ピングは植物ゲノム の進才ヒの過程にお汁る重要
な知見の供給療にも成り得る(A hn と Ta nksley 1993;H硯a ng と 監o ehe 14七呈99逢)o
Va n Deyn z eら (1 998) はイネ科縫物における 民FLP マ - カ ー セ ッ トをス ク リ
ー ニ ン グし ､ そ れ らはそ の後の ゲノム マ ッ ピン グ比較にお い て とて も宥周な ツ
- ル とな っ て い るo い く つ か の主要搾物では ､ これ ら RF L P冒 - カ - セ ッ トを
利周した詳細な連鎖地図が作成され て い る . 飼料周 の牧草種の申 で は ぺ レニ ア
ル ライダラス や メ ドゥ フ ェ ス タ , 卜 - ル フ ェ ス タ の 琵FL P地図が作成された(Ⅹu
ら 1 995;C he n ら 1998;Hayw a Td ら 199 8;鬼ぎm Sもe ad ら 200慧;3o n e sら 2882技;
鬼Im ら 望003)o
SS R は2-6塩基(モチ - フ)の繰り返し配列回数の逼らミによ る多型で ､ 得 らわIた
冒 - カ - は共優性 である o 多璽 は得られやすく ､ i 遺伝子塵あたりの 対立遺伝子
数が多 い o ま た ､ S S 鮎は染色体上に広く散在して い る た めゲノ ム 全体 に わ た る
解析が で き , 実験技術として ぼ ㌘C 民法を月∃い るた め容易に分析が出来 る等 ､ 事ぎj
i,i-葺
点が多 い o
テ ロ メ ア リ ピ - 卜(官民)は動物や高等植物妄こお い て高く保存さ酌 てら篭る繰 り返
し配列である (Bie s s m a n nと Ma n so n 総説 1 994)o モ デル 双子葉植物 である
A13Bb3
'
dop$ 1
'
s tAall
'
a13a i. の T R
…
T T T 鬼G G G
' '
をまイネ ( 蜘 s atl
'
v aLサ) や トマ
ト (Lwcope E $ 1
'
c o B e S C Ule }1tu m i.き 等の高等埴観 で保存され てら与る o また T 民を
含む近傍の シ … ク エ ンス は TA S§ (telo m e ric T ePe aも 昆S S O eiaもed §equ e n e e sう と
呼ばれ ､ T A Sマ - カ ー は染色体の莱濁に座乗する こ とが韓告され てら与る (S he n
と Z hu 1998)e M a oら (i997) は コ ムギの T 鬼Sに相補的なプライ マ - とテ ロ
メ アリ ピ - ト特異的なプライ マ - と の組合せによ っ て コ ムギの T 盈S の P C 混ぺ
- ス で の マ ッ ピングを行 っ たo また S he n と Z h現 (1 998) ほ 毘Ri･Pe民 く最良㌘D
pr o n e r m ediated a 野 m m e七ric PCR) 法によ っ て イネの 7奉の染色体 の末端港
位に 11儲の ℃良S マ - カ - を マ ッ ピングしたo こ の ような染色体の末端に座乗
した T鬼S マ - カ ー によ っ て 作成した地図のゲノムカ バ - 率 を推測する こ とが出
来るo R F L Pペ ー ス の 地図の ゲノム か号 - 率を把捉して 磨 く こ とは Q晋L解析を
する上 で重要な こ と である (Pa毛e i4畠O n ら 1988)o イ タリ ア ン ライダラス華 ベ レ
ニ アル ライ ダラ ス に閲して 絃細胞遺伝学として の遺伝資源である異数俸や B-鹿
毛ぎa n Slo c atio n や 染色体 の置換系続などが薄霞しな い た め連鎖群と染色体 の対応
や染色体 の短腕と長腕 の識別等が出来ず､ ゲ} ム カバ - 率 を推定するた漆 の 情
戦が少な い o こ の た めイ タ リ ア ン ライ ダラ ス にお い て ℃鬼S マ - カ - の 冒 ツ ピン
グをする こ とば連鎖地図の完成度や染色体上 の位置に つ らミて の 何 らか の 情鶴を
得られる可能性があるo
連鎖地図の 長さは 粥(モ ルガン) 単位で表され る缶 こ れ は遺伝的拒戟を衰ず単位
で ､ ｢望 つ の 廃位間 で起き る交差 の 回数 の期待値+ と定義さわ る o 豆 関 Ejま1 回 の
減数分裂に 磨 い て i 回 の受差が期待で き る距離を蓋し ､ 1 eA<1Jiは 1/ ま桝 Ai]f であ
葺(f妄
る e しか しなが ら マ - カ - によ る連鎖解析で ぼ最初に 冒 - カ - 間g3 ｢組換え割
令+ を もと にグル - ビン グさ れ る 白 こ わ ら を地図にするとき妄こ ｢組換え割貴+
か ら ｢遺伝的拒離+ に変換する必要がある o そ こ で地図開敦を利周するe 地 図
関数には い く つ か(Haida ne や 鮎 s a mbi)ある o 奉研究 で は交差 の事象が互 い に
独立 であると坂定したときに使用する Halぬ ne (H挽lぬ n e 1919ラの地図関数を
使周 した o
主要作物にお い て は様々 な種類の マ - カ - が 開発されゲノム研究が進ん でも与
る o そ れに比 べ て イ タ リ ア ン ライ ダラ ス にお い て は分子 レベ ル で の研究はほと
んどされ て いな い o これをまお そ らくイ 夕i+ アン ライダラス の ゲノムサイズが比
較的大きい こ とや経済的利周価値の畿さも関係して い る と思われる o 現在 ま で
に Hay闇 a 君d ら (1998= こより ベ レ ニ アル ライ グラス X イ タリ ア ン ライダラス
の ハ イ プリ ッ 卜を利用した連鎖地図が作成され ､ 著者ら は結果的に得られた連
鎖群の ほとんどがイタリア ン ライ ダラス 由来の多型によるもの であると推定し
て い る o ま たイタリア ン ライ ダラ ス や ベ レ ニ アル ライダラ ス及びそ の近縁種で
あるメドゥ フ ェ ス タ の連鎖地図揺 ÅF L P､ 昆A PD､ SS Rマ - カ - 及びイネ科 の
ア ンカ - プロ ー ブが 主にな っ て お り (Hayw a fd ら ま998;Be虎 ら 1999;H まT a毛a
ら 2 000;FoF Ster ら 2881;Jo ne sら 2001､ 望00 2a ､ b;Aぎ m S毛e ad ら 2002;鬼i私
ら 2 003)､ 一 方 卜 - ル フ ェ ス タ の連鎖地図ではゲノ ミ ッ クプ ロ - プの 昆F L Pマ
- カ - が 主に な っ て い る (Ⅹtiら 1995; C hen ら 1998)o
そ こで奉研究 の第 1章で は (i )民F L P､ 鬼F L P､ 警鬼S マ - カ - に よ るイ タ リ
ア ン ライダラス の連鎖地図 の作成 ∈i ) イ タリアン ライ ダラ ス ､ ぺ レ ニ ア ル ラ
イ ダラス(P 民G)､ コ ム ギと0)比較 マ ッ ピ ングに つ い て報告するe また奉研究では
イ ネ科 の ア ンカ - プロ - ブを使用する こ と で 草種を越えた利摺可能な情報 , ま
た作成した地図 と別の イ タ リ ア ン ライ ダラ ス 解析集巨L103地巨は 桁宕E較 に コ ら-iて
i,I:i
も考察した ¢
遺伝子 の 発見や S T S(Sequ e n c eTag ge速 S主毛eラー SS 琵 マ - カ - g3開発には
ef3 N 鬼 の EST (ExpT e S §edSequ e n c eTag) の シ - ク エ ン ス を率傾 する こ とが多
い o E S Tとは cD N Åライブラリ - か ら無作為に選んだ多数の タ ロ - ン の 5きある
い は 3タ末端か ら , - 度 の 配列分析 で決定できる数百塩基の晴海を畷集した もの
で , 任意 の組織や時期に発現して い る遺伝子の 部分構造に つ い て の 情報が得ら
れる o しか しなが らゲノ ミ ッ タ の R F L Pマ - カ - をシ - ク エ ン ス して も同様な
結果が得られる o Va n Deyn a eら (1998) はイネ､ エ ン バ ク ､ オ オ ムギQ) 152
顧 の ア ンカ - プロ - プの シ … ク エ ン ス を調査し ､ そ の う ち 119僻 (78 %∋ は他
の生物体にお い て以前に特徴付をナされた遺伝子もしくは推定遺伝子と有意に相
似である こ と を明らか にし ､ Mu f rfiy ら (2002) は以前 マ ッ プさ れ たイ ンゲ ン
マ メ のゲノ ミ ッ ク タ ロ - ン 79儲 を調査し､ そ の うち 5 9儲 (75 %) は他 の縫物
特に AE Bbl
'
dopsjs tAall
'
B B aの 遺伝子と相同であり ､ Seh呈o s eら (2 8O2) もジル
ガム のゲノ ミ ッ タ ブE3 - プシ - ク エ ンス の 約 56 %が Ge 昆Bank 内の シ - ク エ ン
ス に ヒ ッ トした と報告し て い る o
ST S とはゲノ ミ ッ ク も しく は E S T シ- ク エ ン ス か ら設計きれたア レル特異酌
プライ マ - を使 っ て増幅された短 い ユ ニ - ク ゲノ ミ ッ ク シ - ク エ ン ス で あ巧 ､
通常 はそ の P C Rプライ マ - セ ッ トを指すo この プライ マ - を伺 い れば 戦 必ずゲ
ノム申の特定 の個所 の D N Aが再現性よく増幅され るo 琵F L Pマ - カ - を S T S
マ - カ - に変換する こ と で PC民 ベ - ス 化され ､ よ 日経済約で大量の サ ンプル を
怒労力で処理 で き ると い う点 で有利であり ､ また遺伝地図を物理地図に変換す
る の にと て も重要な ツ - ル とな る(OIso nら 呈989∋o 現在 ､ イ ネ(王私Oti eら 呈99鐘き､
オ オ ム ギ(Blake e毛 ai. 19 96き､ Cry pt}oilleFia (
r
Ts tl m tl r aら 1 97ラ に お い て ス タ
ンダ･- ド S T S ラ ンド
-
冒 - カ - が作成 きれて い る ｡
壬v6
そ こ で第 2車で 絃 1)連鎖地図に座乗したゲノ ミ ッ タ由来招イ夕u アン ライ ダ
ラス 民F L Pマ - カ - の シ - ク エ ンス か ら遺伝子を明らかf･≡ずる ､ 2ラ 93個 の イ
タリ ア ンライグラス 民ぎL Pマ - カ - を S 管S マ - 索 - もしく は S S 琵マ - カ - 妄こ
変換する ､ 3) イ夕u アン ライ ダラス の S T Sプライ マ - が他 の近縁種である ぺ
レニ アル ライダラ ス ､ メ ドゥ フ ェ ス タ ､ ト - ル フ ェ ス タ へ の 応周が可能かどう
か試験する こ とを目的として行 っ た o
】7
第1車 民FL P及びそ の他の マ - カ - によ る高密度連鎖地図 の作成
1.1 材料及び方法
1.1.1 埴物財料
ゲノミ ッ タ ライプラリ - の 構築にはイ タリア ン ライ ダラス の 市販品種
"
ニ オ
ウダヂ
亨
か ら ラ ンダムに選んだ 1蘭鋳から D N 鬼を抽出し ､ 供試 したa
連鎖地図の搾成には
i `
ニ オウダデ
'
と同 じくイ夕u アン ライダラス品種
鼻音
新
潟早生
=
か らそれぞれ 1儲体ずつ を単交配し ､ 得られた Fl集団 ( 以下､ 隅 集
団と略す)､ 82個体 を供試したo これ ら
"
ニ オウダデ
'
と
‥
新潟早生
”
の 種子は
佐 考木亨博士 (日本草地畜産種子協会飼料作物研究所ラ より提供し てむ竜た だ い
た o
また ､ 連鎖地図の 比較をするために杉田紳 - 氏 ( 簸立行故法Å農業 ･ 生物系
特定産業技術研究機構畜産草地研究所) により作成された細胞質雄性不穏解析
集団1望8個体を供試した o
1.1,2 イ タリアンライ ダラスゲノ ミ ッ タ ライ プラリ - の 構築
ゲノ ミ ッ タ ライプラリ - はタカラバイオ株式会社により構築きれた ｡ I)国ゑ3
iLg をメ テ レ
- シ ョ ン に感受性 である制限酵素 ps虎 で音削ヒし , e hぎO n 盈Sp主監 一 種8 0
(タ ロ ンテ ッ ク = こよ り 0.5 - 3.5 kbサ イズの断片を分画し ､ ptj
v
∈呈18 プラ ス ミ
ドベ ク タ - に連結した後 ､ 大腸菌 5 M 189へ 形質転換した 昏 イ タ リ ア ンライ ダラ
ス 沿 イ ンサ - 卜 を含んだプラ ス ミ ドの 入 っ て い る コ ロ ニ - Oj選別ほ Ⅹ- Ga呈 と
Ⅰp T Gを含む培地を伺 い て 行 っ た o そ豹ぞれ の ヨ 日 ニ - を治らミ ､ S漁 況bE3 88返 ら
(1989) の方法に従 っ て プ ラ ス ミ ド D N 鬼を抽～jjL; た 沿 そ音
′リもら を 罷F h ㌘解析 招
i8
プロ - プと して使周するため妄こ M 13 闘魂膨 ･ G T 警T TC C C 鬼G T C 鬼∈鎧盈C-3き) 及
び 朗13 民Ⅴ(5き-CÅG G 鬼鬼鬼G-盈GC T A TG鬼e･3'ラ プライ マ - を使閲し , 野e昆 を行
っ た o そ の 後増幅産物をマ イ ク ロ コ ン 50(ミuポア = ニよ り精製し ､ プ日 - プ
と した o な お , 得 られ たゲノ ミ ッ ク タ ロ - ン に は通し番琴 (王RG#) を つをチた o
こ れ らの番号は連鎖地図上 にある 毘F L Pマ - カ - の 番号と して も健摺してらきる 昏
1.1.3 民F L P解析
McCo ti Ch ら (1988) の方法に従い ､ 2 000年 に飼料汚物研究所 ( 蛎来県西方巨
須野町) にて育成された N N集団の葉片から DN鬼 を抽出し , 制限酵素で消柁
後､ 泳動 ､ プ ロ ツ テ ィ ングを行 っ た o
は じ 捌 こ 野N 集団の親とそ の Fl儲俸 4 つ を用 い て プロ - プの i次ス タリ - ニ
ン グを行 っ た o 1次 ス タリ - ニ ン ダの た め の制限酵素ほ 4種類(H3
･
BdⅢ , 助 成
V ､ DT B王 ､ Bgm) 軽用したo 呈 次ス タリ - ニ ン グで両親の 間に多型が見られ
た制限酵素に つ い て F! 集団の連鎖解析 を行 っ た ｡ ハイプリダイ ゼ - シ ョ ンは
ECL syste m (ア マ シ ャ ム) を伺 い て行 っ た o 多型解析をこはイタリア ン ライダラ
ス ゲノ ミ ッ タブロ ー プの ほか に 馳 Coti eh S箆 棒士 (Co ぎn ellUnまv e i4Siもy) よ り
提供して い ただい たイネ (民Z#)､ オ オ ム ギ ( 舶 u B 3 V癖 E ei.) (B C D #)守
エ ン バ グ (Av e B B ぎatl
'
v BL,) (CDO#) のイネ科 eD N 鬼ア ンカ - プロ - ブを梗周
した ｡
1,1.4 ÅF L P解析
ÅF L P解析は Ps虎/ 脇e王 (＋3､ ＋3) の酵素組合せ を使潤 し ､ Vo s ら (呈995き
と Mybu f欝 ら (2081き の方法に従 っ て 行 っ た o また Pb-tI プ ライ ▽ - ほ 壬RB 7 08
及 び Ⅰ民D 80(ライ カラ で 蛍光標識さ才
〆
t,た もの を軽メ
二
目した e 鬼ぎh/P 産物ぼ 6 %ア
i9
クリルア ミ ドゲル を使周 し Lo n琶 民e adi君420Oライ カ シ - ケ ン骨 - (ライ 別 妄ニ
よ っ て 解析さわた o
1.1.5 T ÅS マ - カ - 解析
T A Sマ ー カ - 解析 は She n と Z hu (199 8) の方法に従 っ て 行 っ た o 使周 した
プライ マ - 組合せ は T P lji32､T P l/D 30､ T Pil監i 望､ T P 3iB 2､ ,P P S/D38､でP 轟jD 望,
T P 41D 30で 凝 る o そ の T P プ ラ イ マ - の 塩 基 配 夢弓 は T 戸主,
5
'
-(C CCT 鬼ÅÅ)2(A!G/T)(AI缶)T-3'､ T P 3
,
5
'
-(ecC恐も底魚)望CCC守秘 Tき鬼鬼鬼G -3,,
T P 4
, 5
'
-(C C C ℃A 盛Å)2CCC T(彪T)Ajg -3'で あ る o これ らは 王民D 8 00で エ ン ドラ ベ
ル され て い る o ま た 使潤 した ラ ン ダム プライ マ - の シ - ク エ ン ス ほ D 望
亨
5
'
- GG ÅC C C鬼鬼C C-3'と 監12
,
5
ヲ
･ TGG∈C CT C 鬼C-3' (Ope f O n瀧 chno量感 e s) 及
び D 38, 5
ク
ー G鬼G ÅC T A CCG Å良一3' (= ツ ポ ン ジ - ン) である o
i.1.6 結果 の記録及び連鎖解析
マ - カ - デ - 夕ほ JoinMap 3.0(凱a m 1993)の定義に従 っ て 記録した o 鹿野乙P
及び ℃鬼S マ - カ - に つ い て は遺伝子魔 の分鍵タイプに応じて<im X呈呈> ､ <n n
X np> ､ <hkXhk> の 3 タイ プで記録 したo 分離 タイプの<lm Xli>ほ母親 の
みで ヘ テ ロ ､ <n nx np> は父親の み で ヘ テ ロ , <hkXhk>をま両親共に へ テ E3の
遺伝子座を示 して い るo R F L Pマ - カ - に関 して は上記 3 タイプQ3他に<abX
cd> (両親共に へ テE3の 遺伝子塵 で且つ 後 つ の 対立遺伝子)㌔ <efXeg> ( 両親
共に ヘ テ ロ の 遺伝子座で且 つ 3 つ の 対立遺伝子) Q3 2 つ の タイプに つ い て も記
録した o l つ の プ ロ - ブに つ い て 複数 の バ ン ド(b昆ndラが検出され キ 遺伝子塵の 判
別が困茸 であるときは複数 の バ ン ドをそれぞわ の親か ら の 1 つ 1 つの 膏性遺伝
子座とした分韓タイ プ<im X呈i> ､ <n nx np> ､ <hl宅×hk>で記録 した o
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遺伝的距離 と抱換え割合 の 関係を表す数種の 地図 関数o3うち奉研究 で ぼ
Halda n eの 地図関数を伺 い ､ C P(ciQOS§･POliin a鮎 n)アル ゴuズムにて 諾o主glMap
3.8 を伺 い て連鎖地図を作成した o また連鎖地図ほ Mape態捜ぎも 鷲.8 (Vo o 雷ぎ主ps
2002) に よ っ て 作成した o
望i
1.望 結果
1.2. 1 イ 夕tj アン ライダラ スゲノミ ッ タ ライプラリ - の 特徴
イタリア ン ライダラ ス のゲノミ ッ タ ライプラリ - か ら 472 儲 の コ ロ ニ - を拾
っ た o そ の 後抽出した プラ ス ミ ドをこ つ い て ユ ニ パ - サ)♭プライ マI- を潤む3た
P C Rを行 っ た o そ の 結果､ 323儲 で PC混 産物がシ ングルバ ンドである こ と を確
認した o こ れ らす べ て を多型解析に使潤 した o そ の 結果 ､ シ ン グル 及び低 コ ピ
- の ハ イ プリダイitiL シ ョ ン パ タ - ンが見 られ たタ ロ - ン は 239 儲 (74 %き で
あ っ た (Fig. 1)o また , 繰 り返し配列を含ん で い る と思 わ れ るス メ アの パタ -
ン が 37タ ロ - ン (11 %)､ か なり強い シグナルが見られるが 逢 つ す べ てQ3御限
酵素で 消化 して も多墾が見 られな い オルガネラ と思わ れるタ ロ - ン が 47僻
(15 %) であ っ た o
1 息2 RFLP マ - カ - の 多墾
シ ングル及び鑑 コ ピ - の ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン パ タ - ンが 得ら れた 239儲
の イタリア ン ライ ダラ ス プロ - プを伺 い て fq封 Fi集団の連鎖解析を行 っ た e そ
の うち1 02慣ゎブロ ー プで 多墾が見られ ､ 合計209個 の遺伝子座が検出された o
分離比 1:1:1:1 ( 分軽タイ プ abXc速 また は efX egラ も しく は 1:2:i (分離タイ プ
h kXh k) の黄昏性 マ - カ - は 40額 で あ っ た (Table i)o 解析の結果 ､ 合計 i6 1
マ - カ - が 全 7連鎖浮上に マ ッ プさ れた (F皇g.2)o
また ､ 67 佑事の イネ科ア ンカ - プ 日 … ブ (主 に エ ン バ タ の cD 紺鬼) に つt,Jうて も
野村 Fl集団で連鎖解析を行 っ た o エ ン パ タ cDN鬼 の プE3 - プ 6ま儀Q3うち 望9儲
で多型が見られた e またイ ネ及びオオムギ の cD N 鬼 ア ンカ - プEB - ブ に つijミて
は ハ イ プIjダイ ゼ - シ ョ ン の シ ダテ ル が著しく弱かT3た た め解析妄三は睦月ヨしな
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1.2.3 A F L P解析
鬼F L P解析 で は Psd/脇 eI プライ マ - 5 4観合せ に つらミて 解析した結果､ 合計
8 67腐の多型が検出された (Table 2)o そ の う ち 71 望顧は分離比 i:呈 を示す優性
マ - カ - で あゎ ､ そ の うち母型特異的 バ ン ドの見ちれたものが 38 0儀 ､ 文型拷
異的バ ン ドの見らわたもの が 332個 であ っ た o そ音1に対し て分離比 3:1 を示 し
た多型は 呈55 顧であ っ た (Taもle 31)昏 こわ らは母型､ 文 型共 に バ ンド尭首尾ちゎ
た ｡ 1 プラ イ マ - 組合せ 当た り 平圭当主6 簡 約 多型が検出さ豹た o
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1.盟.鍾 TA Sマ - カ - 解析
℃鬼S解析 で は 7 つ の プライ マ - 組合せを三つ らミて 解析を行 っ た (Ta包まe 鍾ラ¢ そ
の 結果 ､ 合計 85個の多璽が検出された o そ の うち 78顧は全連鎖群上妄≡ マ ッ プ
され た (Fig.2)o バ ン ドパ タ ー ンは ÅぎL Pと同様 号 分離比 1:1 も しく は 3:i で ､
す べ て優性 マ - カ - で ある (Fig.3)o l プライ マ - 組合せ 当た り宰喝 1望亨固Q3多
型が検出され ､ 1 つ の 組合せ で多 い もの で 望4個 ､ 少な い も の で 5個 の多型が検
出された o
Table 4. The n u mber ofteta暮m arke rs n ap pedby e a ch prim e rpair u s蔓喝 T 兵S
prim e r c o mb毒円盛 o n 喜一
Prim e rpairs No. oftota一m a rke rs Ne. ef m a r転母r S n apped
T PI D 2 5 5
T PI D3O 7 5
T PI K12 7 3
T P3 D 2 23 窒1
T P3 D 30 6 5
T P ヰD 2 24 2e
T PヰD 30 13 11
Tota1 8 5 ヲ昏
1.2.5 分解の 歪み に つ い て
RぎLP､ 鬼FLP､ T AS マ - カ - を含む合計 12望6マ - カ - の デ - タ の う ち 72
頒 (5.9 %) で分離の 歪みが見らわた (Table 3
1
)o 特に 監F L ㌘, T 鬼S冒 - 磨 - の
分離 比 の 歪 み (i3一旦% ､ 2王.2%ラ ぼ 鬼F L Pマ - カ - a)歪み (望. 呈%∋ よg3高らミ頻
度を示した o 竣 種類の分穀パ タ - ン 掛やで 歪み g3割合が最も高か っ た 桁 は分轟沈
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3:1 の h kX h kの パ タ - ン (13i王%) で あ っ た ｡ 歪み 符見ち豹た マ - カ - 03ほ と
んどが L G lの 上部とiJG 6 の軍書F3に集中して い た (ぎ主g.盟)o
1.2.6 高密度連鎖地図の作成
は じ 捌 こ 867 個 の ÅF L P､ 164儲 の 民野L PIV - カ - の デ - 夕 か ら LOD
(log後宮 地 m ofthe odds) 億9.8 で 7 つ Q3グル
- プを含む連鎖地図を作成した o
そ の 後 ､ 連鎖地図土 の RF L Pマ - カ - 119磁 と 5 セ ンチ モ ルガン (cM) 間隔に
なるように選び出した A F L Pマ - カ - 116個 (Tab呈e 2ラ､ 合計 235マ - カ - か
ら マ ッ プフ レ - ム を作成した o そ の 数 また新たに R F L Pマ ー カ - u 8顧 , T 良S
マ - カ - 85儲 を娩えた o 最終的な地図は 385マ - カ - を含む 7 つ の 董な連鎖群
から成 っ て い る e 連鎖群(LGl - L G 7ラ の騰番は 王n七e r n a毛io n 盈呈LoEu B 2Ge n 8 m e
ln主dativ e(王LG王) の表記に従 っ た (3o n e sら 2 榔2a)o なお ち 連鎖飽田の全長
は 12 4 も逢eM で マ - カ - 間 の 平埼距離ほ 3.7 cM である (Fig.2)o
L G lは3 9マ - カ - か ら成り , マ - カ - 間の 平均拒離はほぼ3.7 e組 で 1 級 6eRi
を か ギ - して い る e LGl には合計 8儲 の 管鬼S マ - カ - が マ ッ プさわ､ そ の うち
4 つ (もp3d3 弛もp舶 301､ もpld21､ もp3d217) は連鎖群の 末端に位置し､ 呈 つ
(tp4d307=ま中央に マ ッ プされたo LG2 は 60冒
- カ - か ら成り ､ マ - カ - 間
の 平均挺軽は 2.9 cM で 17王.後 cM を か 号 - し て い る o LG望 にをま合計 1望顧の TA S
マ - カ - が マ ッ プさ れ , そ の うち 3 つ (tp4d386､ もp 舶385､ 毛p3d 214) は連鎖
群の最も末端に マ ッ プさ れ た o L G3 ほ 那 マ - カ - か ら成 り ､ マ - カ - 間の 寧埼
拒離は 2.3 eM でiO9.1 cM を か ヾ - して い る o h G 3に は合計 13僻 の T 鬼Sマ
-
カ - が マ ッ プされ ､ そ の うち 2 つ (tp竣d21､ もp鍾d29ラ は連鎖群 の最も末端に マ
ッ プさ れ た o L G凄 は 78マ - カ - か ら成り ､ マ - カ - 間g3率土与距離は 3.2 cAr獲 で
22 5.5 cM.を か 卜 し て い る otjG後 に は合計量6 留g3管見S マ
- か - が で ッ プき約 ､
;ヨ望
そ 沿 う ち7 つ は連鎖群の中央付近に マ ッ プき れ た o LG5は 55マ - カ - か ら成り ,
マ - カ - 間の 平喝距離ほほぼ3.轟 eM で i85.S ea?i を尭 バ - して い る o L G 5には
合計 6僻 の T AS マ - カ - が マ ッ プされ-, 呈 つ (もp逢d38呈8ラ ほ連鎖鮮の末端に位
置し､ 2 つ (tp鍾d3 03､ もp4d217) は中央付近に位置した ｡ L G 6は 6 2マ
- カ -
か ら成り ､ マ - カ - 間の 宰埼距離はほぼ3.1 cM で 1 92.8 cM を尭 パ - して い る B
L G 6に マ ッ プさ れ た T ÅS マ - カ - 7 つ の うち ､ 1 つ 晦4d3O12) は連鎖群の 中
央付近にに マ ッ プされ た o L G 7は 52マ - カ - か ら成り ､ マ - カ - 間の 平均挺軽
は 4.1 cM で 215.1 cM をカバ - して い る o LG7 に マ ッ プさ れ た T A Sマ - カ - 8
つ の うち ､ 3 つ (もp4d 302､ tp3d 27､ 毛p4d224) は連鎖欝の 末端に 冒 ツ プさわたo
1.2.7 イタリア ンライ ダラス の連鎖群と コ ムギの開祖群の保存されたシ ンテ ニ
奉研究の結果におい てイ夕uア ンライ ダラ ス の連鎖地図と コ ムギの開祖群と
の問に数倍 の ア ンカ - プ ロ - プにお い て共通に位置するもの を検出した 8 そ03
うちの 2 つ の マ - カ - (CDO20､ C D O 1387) は コ ムギの第 4染色体 (w 4ラ で
確認さわ て い るが ､ イタ リア ン ライ ダラス の L G4 で も確認さわた o また ､ 3 つ
の マ - カ - (CI)053鐘, eD O 1380､ e3j O 逢97) は w6 で確認さ れ L G 6 でも確
認され て い る ｡ w3 の 望つ の マ - カ - (e D O 928､ C D O 速68) はイ タリ ア ン ライ
ダラス の L G 3 でも確認された o また コ ムギの w7 と共通なア ン カ - 冒 - カ
- 3
つ を持 つ イタリア ン ライ ダラス繍艇質雄性不穏解析集団の L G.? は 討N 集団0)
L G 7と対応して い る(Table s)o ヨ ム ギの 闇1 とイタリア ン ライ ダラ スQ3 L G 呈､
コ ム ギの w2 とイタリア ン ライ ダラ スQ3 L G 2との 間をこぼ 呈 ヨ もしく は 2 つ Q)共
通な マ - カ - が見 られたo
3;葺
ab一e 5. ReⅠa鮎 nshipsbet轡 e 母n 王RG, PR馬 and 轡h母a毛重量n転age gro ups.
pecie s Linkage gr o up
RG, NN popu一atio n
a L GI L G 2LG 3 L G尋 L 窃5
RG, CM Spopulatio n
b L Gl L G 2LG 3 L窃尋 LG 5
R GG LGI L G 2 LG3 LG4
he at
d 〈轡1∋e ∈轡2きe 聯3 轡尋
L 窃6 LG了
L G 8 L Gヲ
L G 6
轡名 唱7
:This study
:Hir ata e七 al. in pr印 a r atio ri
:Jo n e set aI. 2002b
:Data deriv edfrom Gr ainge門e S紬ttp://轡heat.p艶 u Sda.彦O ∀き
: Only fe 轡 m a rkers c o m m o nde毛e cモed betw e en ⅠRG and 轡he鈍 S e 壱毛eま 蔓m
etails.
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1.3 考察
1.3.1 ゲノ ミ ッ クプロ - ブの 作出効率
本研究ではゲノミ ッ タ ライプラリ - 構築 の際に ､ メ テ レ - シ ョ ン感受性 の制
限酵素 である Ps虎 を使周 した o 今 ま で に多く の研究者達 (Bu T T ら ま988i
McCo u ch ら1 988､ Ta nksley ら 1988､ Ⅹu ら 1 991) によ っ て Ps盛 で のゲノミ
ッ タ ライプラリ - で は シ ン グル も しく は患 コ ピ - の 断片が効率よく得られると
い う こ とが韓告され て い る o イ タリア ン ライダラス におらミて連鎖解析に使周可
能なプロ - プの 検出効率ほ 74 % で､ これはイタリアンライ ダラス とゲノムサイ
ズの近い トウモ ロ コ シ (1 C= 2 400 関b) の 50.6 %(Btl T Tら 198呂) 及びゲノム
サイ ズの 小 さ いイネ (1 C= 430 Mも) の 5 8 %(McCo u eh ら 1988) に比 べ て 比
較的高い (Fig- 1)e
奉研究では合計 274僻の R FLP 遺伝子座が検出されたがそ の うち 鍾9 額
(17.9 %) が共優性であ っ た (Tab呈e 1)o こ の よ う に典優性 マ - カ - の害弓合が乾
い主な理由とし て は ､ い く つ か の プロ - ブに 畠ら§て 複雑な多墾を示 したためを≡
共優性 マ ー カ - と し て 判断する こ とが出来ず数個 の独立した優性 マ - カ - と し
て検出したため である と思われる o こ の た め同じプロ - プで ありな が ら数個 の
ク ラス タ - に分か れ て しま い , 結果的に黄塵性 マ - カ - の 数が減少した と思わ
れ るo この 1 つ の飼 と してをま L Gl の 王R G 3呈8-2 と 重民G 318-3 や 重民G3ま8･6 と
王R G 318-7 のク ラ ス タ - で あ る(Fig, 2)｡ も し こ の よう に全く同じ位置に検日当き
れた遺伝子塵を 1 つ の 黄塵性の遺伝子塵として数え ると連鎖地図よ 招 来優性 マ
- カ - の数は合計 で 70-f#(25,5 %) にな る o 今後 ､ 奉実験 の解析集団の多望解
析に擾)召した 逢 つ の 制限酵素以外e3より多くg3韓日賀酵素が任伺背 き豹ば撃掴 伺
綾な共棲軽遣転子座が増え ､ 共優性 マ - カ - の 割 合が高く怒り ､ 遂 に 密接 マ - -
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カ - の割合が低くな る と思われる o
1 息2 TA Sマ
- カ - の位置
テE3メ アリ ピ - ト配列が染色体 の末端以外にも存在すると い う こ と は動物率
橿物にお い て - 般約な項象 であり ､ そ の ほ と んどが染色体の中央尊に位置 して
い る こ とがわか っ て い る(関ayn eら 1 990､民主cha rds ら 1991､ C hetmg ら 呈99凄ち
Pi4e ぬ ng ら 1996)e 奉研究の結果 ､ 1 3儲 の T A Sマ - カ - が L G 6を除く 6 つ の
連鎖群 の末端に位置して い た の に対して ､ 他の 18儲 の ℃盈S マ - カ - は連鎖欝
の中央付近に位置してらミた o この 結果は She n と Z hu (王998) の結果と - 敦 し
て い る o しか しなが ら連鎖群の末端に位置する TA Sマ - カ - が正確 に検出され
て い るか どうかは末端の ℃盈S マ - カ - をタ ロ - ニ ン グし ､ シ - ク エ ンス をする
か , も しく はイ ンサイチ エ - ハイ プリダイゼ - シ ョ ン をする必要がある と思わ
才一る o
1.3.3 マ ッ プサイズ
奉研究におをナる地図の全長は 1244. cM で ､ こ れ はす で に発衰されて い る ベ
レニ アル ライ ダラス の遺伝子地図 (692- 9 30eM) よ りも大き い (H毘yW 盈若盛 ら
1998､ Be yも ら 1 999､ Jo n e sら 2 00望a , 2 0 0望態)o こ の ような地図の轟き の違 い
に つ い て 考え られ る主な犀潟とし て ､ 奉研究におらもて 持戒された連鎖地図隠主
とし て 鬼F L Pマ - カ - か ら成る 1000以よ の マ - カ - を梗周 して い る こ と (ぺ
レ ニ ア ル ライ ダラス の 地図に 於 い て も 鬼野L P に よ る砲弾が最も堂長が長らミ
(Be Fも ら 1999H が考えられ るo そU3他の 理由として地図関数の違 わ(Halda n e
か 琵o s a mbiか) や ､ 交 配 様 式 (もw o- 腎 ay i3 S e tldo-t^ 郎 毛e y o §§か o n e- w ay
ps e tldo
-もetsもc 王fO S §かラ や ､ 解析時 の遺伝子型Oj記録 エ ラ - に よ る も持 と も考えら
;∋6
れ る ¢
1.3.4 他のイ タリア ン ライ ダラス や ぺ レ ニ アル ライ ダラ ス の地図 と03比較
今回作成したイ 夕u アン ラ イ ダラ ス の 地図 と別 の イ タ リ ア ン ライ ダラ ス
(CMS) 集団の地図 ( 藤森ら , 未発表) と の比較を試みたo 南桑団に つ ら竜て 共
通 のプ ロ - プを伺 い て R F L P解析を行う こ と で 2 つ の 地図の 比較が可能となるe
使摺 したCAiS集団の 地図はもともと L O D 4.0､ 約 308Q3鬼F L P(Ec o3af脇 盛;
＋3, ＋4) 及びss Rマ - カ - か ら成 り ､ マ - カ ー 間の 平均転社はほぼ 呈8c朗 で 7
つ の 連鎖群から成 っ て い る o また母 ､ 父墾由来の そ れぞれ の地図を持 っ てむ与る o
解析 に伺い た共通 の プロ - プと して N 甜集団解析に使周した 48プロ - プ(エ ン
バ ク の ア ン カ - プ ロ - プとイタリア ン ライダラ ス のゲノ ミ ッ クプ ロ - プ) を梗
周したo そ の 結果 ､ ア ンカ - プ ロ - プ 2 9轟㍑こよ り検出された 47遺伝子座及び
イタリアンライダラ ス プロ - プ 19顧 に より検出された 35遺伝子座が C関S 集
団の母, 父型由来 の両地図に マ ッ プさ れた に こ に提 示 して いない)o 結果 i N鰐
集団の地図と CAiS集拷の地図にお い てす べ て の連鎖群はそわぞれ比瞭可能で
あ っ た (Tab呈e 5)o また今回作成した NN 集団の地図と ぉ n e sら (2 002態=こ
よ っ て 報告された ベ レ ニ アル ライ ダラス の地図とを比較して み た と こ ろ ､ これ
ら 2 つ の 地図 の間 で い く つ か の連鎖群に共通の 冒 - カ - がわ ずか しか なか っ た
に も関わらず､ 両地図の LG1､ L G 2､ L G 3､ hG鐘､ L G 6が 互 い に対応する こ と
がわ か っ た (Tabie 5)o
ま.3.5 イ タリ ア ン ライ ダラ ス と ヨ ムギと の シ ン テ ニ -
イ タ リ ア ン ライ ダラ ス に お ける ゲノ ム 研究は他 の 主要作物 に遅豹 をと っ てら与
る の が琴粥犬で あ る o 特 にゲノ ム シ - ク エ ンス 学 監S 腎∈e 濫PF e S §e盛 iq eqt亀e n e ei-a琶§ラ
3写
a)作出 ､ 民F L Pや §S 民マ - カ - の 開発に関してぼ遅鈍 てら与る と思 わ れ る 昏 今頃
窪イ夕i+ア ン ライ ダラス の完全な遺伝子連鎖地図でさえ発表きわ てら盲恋 い e イ
タ リ ア ン ライダラス とそ の他イネ､ トウモ E3 ヨ シ (ZL3a m aFS L.)､ 藩 者 ムギ ､
コ ムギの よ う に深く研究さわ て い るイネ科作物との シ ンテ ニ - 研究は今後Q3イ
夕7) アン ライ ダラ ス の ゲノム研究の発展に役立 つ と思 われ る o J8 n e Sら(望8 8望態ラ
に よ り ､ ベ レニ アル ライダラス の 3 つ の連鎖群とそれに対応する コ ムギの 染色
体 との間に完全な シ ン テ ニ - が見ら れ(Table 5)､ これ ち両地図よ の共通 マ - カ
- の 80%以上 は シ ンテ ニ - の 関係にあると発表して い る ¢ 奉研究の結果にお u
て も作成したイタリア ンライ ダラ ス の連鎖地図と相同牲Q3見られた コ ムギ の染
色捧 (Table 5) との間で ア ン カ - プロ - プによ るい く つ か の共通亀域が見られ
た (こ こ に は示 して い な い)o しか しなが ら現在イ タリア ン ライダラス と ､ コ ム
ギも しく はイネ の ような研究の盛んな作物と の間の詳細なシ ン テ ニ - 研究 を行
うため の 関連性のある マ - カ ー 数は あま り にも少なく ､ 今後より多く の ア ンカ
ー プロ - プに よ る解析が必要 であると思われ る o さ らに , イ タリ ア ン ライ ダラ
ス や ベ レニ アル ライ ダラス か らの 琶ST マ - カ - をイネや コ ムギの連鎖地図に マ
ッ ピン グ出来れば今後イ夕u アン ライダラス の シ ン テ ニI- 研究に役立 つ だろう 8
;38
第2寮 監FL Pマ - カ - の S 写§柁
2-1 財料及び方法
2.1.1 縫物材料
設計した S TSプライ マ - の ス タ u - ニ ン グには 8 つ の 埴物腰鋳 で構成きれた
1 つ の パ ネル を使周した o そ の うち の 5 つ はイタリア ン ライ ダラスくⅠ民Gき G L l,
T W 5 9､ 1 1S､ ま1 Fど ワセ アオバ ” で ､ 最初 の 4 つ ぼ C M S集団の親磯雄 で ､ ヲ
セ アオバ に関し て は市販品種から無作為に選び出したQ そ の 他 3 二〕の 縫物体は
イ 夕i+ ア ンライ ダラス の 近縁種で あるベ レニ ア ル ライ ダラス(P琵G) ( 品種名: ' '
キ ヨサ ト” ; 琵S)､ メ ドゥ フ ェ ス タ(M F)( 品種名: ” トモ サ カ ニ ” ;T S∋､ ト - ル
フ ェ ス タ(T F)( 品種名: ”j- ンリ ョ ウきき ; N R) である e
また ､ 設計 した プライ マ - に つ い てイ タリ ア ン ライ ダラス の品種内で の 多望
を確認するため に ､ 16儲俸で構成された パ ネル を使潤した o こ の パ ネル は 2 つ
の 市販品種” ニ オウダヂ' (N D) ど ワセ アオバ' '(閤鬼) そ れぞれ 8儀俸ずつ が含
まれ て い る o
2.1 ‥ 2 R F L Pプロ - ブの シ - ケ ン シ ン グ
第 i 章 で地図 に座蒸した 93償の 民F L Pプロ - プの エ ン ド シ - ク エ ン ス は
MegaB ÅC富1000にて フ ォ ワ
- ドとu パ - ス 蔦 両方向から D Y En an主e 濫T dye
毛e ㌢ min aもo ぎkit (鬼 m e ぞ§ha m B主o §cie n e e 畠､ ぎf･eibt u,蛋, Ge r 況 昆ny) を使用し て得
られた(D王事agO nGe n o mic §)o シ - ケ ン シ ン グ後 ､ s EQU E N ∈H 琵民
r
l叫 6e 毘 eCode s
Co fPOraもio n､ 鬼nn 鬼ぎb 弧 Azi王､ U S A) を鐙摺 して コ ンテ イ グを確認した o こ藷
y
i
ら の シ - ク エ ン ス は B D BJe3受章撃番号鬼B12 凄67 iか ら 鬼B3_2 凄?79 に登録き着てた
3きラ
(28 84 年 11月 1 日よ83公開)o
2.i.3 デ - 夕 - ペ - ス検索
上記 シ - ク エ ン ス を B L ÅS Tアル ゴ リズム (鬼lもs chuiら 呈997= こよ る塩基配
列デ - 夕 - ベ - ス にて 検索したo D D B 3によ っ て提供される B L ÅST ネ ッ ト ワ
- ク サ ー ビス はイ タリア ン ライ ダラ ス プ ロ - プと既知の遺伝子 の蛋白質 シ - ク
エ ン ス との 関係を明らか にするため に利周 した o B L ÅSTX検索揺 望803年 1 8月
15日 に行い ､ E･ v alti e≦1×10-5 の 水準を有意差と設定した o
2.1.4 プライ マ - 組合せ の設計
S TSプライ マ - は O iigo 6.8 (Mole c ul注ぎ Bioiogy 王n sights､ 王n c. ea s c a盛e､
CO, U S A) を使周して設計した ｡ そ の 際 ､ ア ニ - ル温度は 55℃ - Gg 含量は
40- 6 0% に設定した o プライ マ - 組合せ は多璽を得られ易くするために出来る
だけ長い 断片が増幅されるも の を選んだo 断片があまりにも長く て シ - ク エ ン
ス が完全に出来なか っ た タ ロ - ン の ST Sプライ マ - に つ い て は間の 長さは不明
だが ､ そ れぞれ の 南端か ら フ ォ ワ - ド及 びリバ - ス プライ マ - を設 計 し た 8
(Å晋) n も しくは (T V A) B の 繰 り返し配列を含む 2 -∋ の タ ロ - ン に 関 して 捻
Pァim e 14 0.5(艶短 観 ) を使
用し S S 民プライ マ - を設計した o す べ て の プライ マ - を E S P EC Oii酢 Se 君Ⅴ豆e e
(茨城県 つ く ば市) に依頼し合成した o
2.1.5 P C R及びゲル電気泳動の条件
ゲノム D N Aは C TA B法 (Ai u 汀 a
t
y と
f
F ho-illP§O nまf^∋8 8ラ によ り幼柔か ち抽出
した o
乙呈()
P CJ民 反 応は Ge n e鬼mp P C 民 Sy§もe f n9 788(P E B皇o sysもe m s､ F8 S毛e Te主もy-
c ゑ. US 鬼) を桂岡し , 2 8ag の ゲノミ ッ クi3封盈テ ンプレ - ト (iiilラ､ 2£まl の
まOX 14e 盈ぬ o nbtGe T､ i.6ii呈の d N T Pm主Ⅹ (そ れぞれ 望5m M)I 0. 紬 呈(呂p m oiラ
の フ ォ ワ - ド及びリ バ ー ス プライ マ - ～ 8.2LLl(i ユ ニ ッ ト)の Ge n eTaq N T(≡
ッ ポ ン ジ - ンラ を含む計 20fLl容量に て行 っ た o な ぁ P e Rは 9逢℃5分 1 サ イ
ク ル ､ 94℃3()秒 ､ 55℃30砂 ､ 72℃1 分 38サイクル ､ 72℃7分 呈 サ イ クル ､ 種℃
ホ - ルディ ングの条件で行 っ た o P C 民産物揺 3 %アガロ - ス ゲル(T 盈Eバ ッ フ ァ
-)も しく は 1.5 %アガロ - ス ゲル(T B Eバ ッ フ ァ - )に て 電気泳動を行 っ た 白 線動
後 のゲルは e払idiu mbf O mide で 染色後､ U Vライトで撮影もしくぼ 悶oie c ula 君
Im 喝 e rFX (Bio -Rad Labor ato fie s､ A lfr ed Nobel Dyiv eHe y c ti呈e s､ C 鬼. U S鬼)
を使周し ､ ス キ ャ ンした8
i豊玉
2.2 結果
2息1 民FLP プ ロ - プシ - ク エ ン ス の 特徴
第王車 で地図にの っ た合計93願 の シ ングル もしくは底コ ピ - の 民F L ㌘プ ロ -
プ (Fig. 4) に つ い て エ ン ドシ - ク エ ン ス を行 っ た 8 そ の うち 87儀は ヲ オ ヲ -
ドとリ バ - ス 両方向から の シ - ク エ ンス に成功したが ､ 残り の 6 僻は フ 者 ワ -
ドも しく は リバ - ス の どち らか 1方向しか シ - ク エ ン ス 出来なか っ た (ぎ主欝. 5)o
得 られ た シ - ク エ ンス につ い て Seqti e n Che ァ ソ フ トウエ ア ii - に て 解析したと こ
ろ ､ 71儲 の コ ン テイ グが検出された (Fig. 5)8 そ の う ち 望6額をまフ ォ ワ - ドニ
ン ドシ - ク エ ン ス とリ バ - ス エ ン ド シ - ク エ ンス が - 部重な っ て お り ､ 残 り 45
儲 は フ ォ ワ - ドと リバ - ス 両方向から完全に シ - ク エ ン ス さ れた o また 87碗 の
うち コ ンテ イ グの得られなか っ た i6額に つ い て はプロ - プ断片の長さがあま野
にも長 いた 捌 こ完全に シ - ク エ ンスが出来なか っ たe シ - タ ニ シス した93タ ロ
- ン の うち 2 タ ロ - ン に つ い て は (A T) n もしく は (T T 盈) 投 の 繰 り返し配列が
含まれ て い る こ とが明らかとな っ た o
2.2.2 B L 鬼S T検索
奉研究で の イ タリ ア ン ライ ダラ スゲノ ミ ッ クタ ロ - ン の シ - ク エ ン ス 内に含
まれる既知 の械能遺伝子 を見 つ けるために B王J鬼S T榛東を行 っ た o そ の 結果 ､
E･ ス コ アが それ ほど高くな い 4 つ の タ ロ - ン を含敵 合計 16クE3 - ン で D 国産
デ - 夕 - ペ - ス 内の 何 らか の機能遺伝子 と相同牲が見られた (Table 6き昏 そ の う
ち 12タ ロ - ン に つ い て はイ ネとオオムギの ゲノミ ッ ク シI- ク エ ン ス で そ わぞ孝1
1旦夕 ロ - ン ､ 1 タ ロ - ン で 矧司牲が見ら郎ヾた o 他 の 鍾タ ロ - ン ､重民G 9呈､‡毘G呈29､
王R G呈79､ Ⅰ毘G 292 につ い て は そ音
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2.2.3 S TS マ - カ - 及 び s s Rマ - カ - の 開発
本研究で は 93プロ - プよ り S TS及び 2 タ ロ - ン の SS Rを含む合計 95タ ロ
- ン に つ い て プライ マ - 設計 を行 っ た (Table 7)o そ の う ち 67顧 の ST S及び
s s Rプライ マ - で予 想断片長にシン グルバ ン ドが増幅された (F皇g. 6)e また ､
バ ン ドの増幅 の見られなか っ た 28儀 の S T S及び ssR プライ マ - に つ い て は増
幅時の条件を変えて P C 琵 を行 っ た が ､ 増幅が見られなか っ たためプライ マ - の
再設計の巌要があると判断した o シ ン グル バ ンドの見られた 67顧の S'T§ 及び
s s Rプライ マ - は選抜用パ ネル内のイタリア ン ライダラス 5儲俸 のうちらちずれ
か の個体で増幅が見られた o そ の うち5個体す べ て にお い て増幅が見られたST S
及び s s Rプライ マ - は 48儲であ っ た e 残 りの 27個 の S TS プライ 冒 - に つ い
て は 5磯雄中1 - 3個体で の み増幅が確認されたo こ れほイタリア ン ライダラ ス
の ヘ テ ロ 接合性によるものだと思わわる o また 67僻 の S TS及び ssR プライ マ
- の うち 9償 の S TSプライ マ - で は 5個体間で の増幅断片長及びバ ン ドの有無
による多型が見られた o また S S Rプライ マ - (王R G 2 52SS民) で S S 民 の増幅に
成功し ､5磯雄の間 で も多墾が確認され ､ もう 1つ の S S 民プライ 冒 - (Ⅰ汲G 鎚SS 民)
で は S S R の増幅は確認 できなか っ た o (F痕 7)o
2.2.4 イ タリ ア ン ライダラ ス STSプライ 冒 - の 他の近縁種 へ の 応周及びイタリ
ア ン ライダラ ス 品種内で の多塑詞査
奉研究で は 5儲捧の 壬民G ､ = 固体UjP R;G､ =固体の 悶F､ 1 個体 約 T Fを含む
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パ ネル を伺 い て S T S及び s s 民プライ マ - Q3選抜を行 っ た o そ の 結果 ､ シ ン グル
バ ンドQ3見られた合計6?鱒 の S 写S 及び s s 民プライ マ - g3うち 野鼠G､ M ぎ, T F
にお い て それぞれ 57個 (85 %)i 鍾7 儀 (7 0 %ラ､ 5 5儲 (82 %) の §腎S及びss 毘
プライ マ - で 増幅が見らわた (Table 7)o そ の 後 王R G の5儲播 いずれかにお い
て増幅 の見られた 67儲の S T S及び ss民 プライ 冒 - に つ い て は 2品種 i6僻体
を含む もう 1 つ の パ ネル を伺 い て 多堅調査を行 っ た B また , Ⅰ民G の 5 個体では
増幅が見られなか っ たが 苧R Gと T F のどちらか 1 つ で多墾 の見ら凱た 3儲 の
S TS プライ マ - (王RG12､ I RG35 6､ 王RG 358) に つ い て も同様に 2 品種 i6菌
体を含む パネル を用 い て多型調査を行 っ た e そ の結果 , 61 儲 の STSプライ 冒 -
と 1髄 の SS Rプライ マ - に つ い て 揺少なくとも 1品種内で増幅が見ら凱たが残
り 8額の S T Sプライ マ - で は増幅産物ほ検出されなか っ た (T琵ble 7)o 6 望儲 の
sT S及びss Rプライ マ - の うち 25額 (48 %) で少なくとも 1 つ の 品種におらミ
て 品種内多墾が検出された (Fi琶. 8ラo そ の うち 9儲 の STSプライ マ - で ほ バ ン
ドの有無による多望が､ 残り 16儲 の STS プライ マ - で は長 さ の違い に よ る多
型が検出されたe 上 記 62個の STS及び ssR プライ マ - で は これ ら 2品種を区
別 で きる よ うな品種特異的な差ほ礎諾する こ と汚言出采なか っ た e
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2.3 考察
2.3.1 遺伝子の 同定
本研究の結果 で は 16 シ- ク エ ンス (i凄.7 %) の みが既条目の遺伝子 の シ - ク エ
ンス と相同性が見られた(Table 6)o こ の 数字はと て も低く ､ M iehalek ら(ま999)
の オ オ ムギ に お い て既知 の遺伝子 の シ - ク エ ン ス と有意な相似が見られた03は
ゲノ ミ ッ ク タ ロ - ンの 9 %の み で あ っ たと い う結果と似て い る e - 方 ､ Sehio s s
ら (2002) や Mu laT ay ら (2002) の ようにゾルガム及びイ ンゲ ン マ メ の ゲノミ
ッ ク タ ロ - ン の 56 %及び7 5 % で既知の遺伝子 の シ - ク エ ンス と相同性が見られ
たと い う報告もあるo この 差 は草種間によるゲノムサイズの違 い によ る も の で
あると思われる e 一 般的 にゲノムサイズの大きらミ草種は遺伝子3;A 外の領域 の割
合が多い (Ba T akat ら 1997)o 事実 ､ オオムギとイタリア ン ライ ダラス のゲノ
ムサイズ (4808 Mb及び 2800関もIC) はソルガムとイ ンゲン マ メ (698眺 及び
637 M blC) の ゲノ ムサイ ズよ り は るか に大 き い (Ht1もeh皇fi S O nら 呈9了9､
Åy u m ℃噂a n aもha n と Ea r呈e 1991ラo
2.3.2 イ タリ ア ンライ ダラ ス とイネ間の シ ン テ ニ -
B L 鬼ST 検索の結果から 12個 のイ タリア ン ライ ダラ ス のゲノ ミ ッ ク タ ロ - ン
がイネの シ - ク エ ン ス と相同性が見られたが､ そ の うちイ タ リ ア ン ライ ダラ ス
の L G 3にあるⅠ琵G 29O, 重民G 3 3､ 重民G 3 逢iはイネの第 1染色体に位置する タ ロ
- ン と相同性が見られた ｡ また L G 唾にある 王民G 27と 主監G25望 はイ ネの第 3染
色体に位置するタ ロ - ン と ､ L G 2の I R G 338と Ⅰ琵琶3壕呂 はそ 豹ぞれイネの第 7
及び第 4 染色体 に位置するタ ロ - ン と車削司牲が見られた o こ の 結果ぼイ 夕u ア
ン ライ ダラ ス の L G 3はイ ネの第 1､ L G凄 はイネ招第 3､ h G 望はイ ネU3第 凄 艶ぴ
5ま皇
第 7 染色体と シ ン テ ニ - グル - プの 関係にあると推滴され , 諸o n e sち (望桝望態)
によ っ て 示 され た こ と と同じである e そ の 他の タ ロ - ン ､ もGl 七の 王琵G235 と
Ⅰ民G352､ L G 7上 の ⅠR G 286揺イネ の第 4､ i 8及び第 呈染色体 に位置ずるタE3
- ン と相同牲が見られたが ､ この 3 つ の タ ロ - ン の 結果は 3o n e §ら ほ882bラ
の結果とは異な っ て い た o
2.3.3 イ タリ ア ン ライ グラス SfT Sマ - カ - の 近縁種 へ の 応伺
い く つ か の研究にお い て S T Sプライ マ - を他の種 へ 応周するときに相同シ -
ク エ ン ス の 増幅 に失敗 した と い う帝告があ っ た (Talbe Tも ら 王994､ i 996､
Efpeldi喝 ら 1996､ Ma n oら 1999)o 奉研究で はイタリア ン ライ ダラス のゲノ
ミ ッ クプロ - プか ら 67儲 の STS 及び ss民 プライ マ - を開発し ､ 近縁種に対し
て応周できるかどうか実験したo そ の 結束 ､P 琵G､ 凹F､ T Fでそ 甑ぞれ 59(88 %き､
4 7(7 0 %)㌔ 5 6(84 %)プライ マ - の 増幅が見られた o また こ の頻度ほ 鷲宮Pe呈dまn琶
ら (199 6) のオオムギか らコ ムギ へ の ST Sマ - カ - の 感周効率はほぼ70% であ
っ た と い う結果とほぼ同じである o ま た T ぎか ら MF へ Q3S S 毘冒 - カ - の 蛋伺
効率 (Sa払a ら 2 003) をこお い て も同様 の結果が得られ て い る o
2.3.魂 R F L Pマ - カ ー か らの S S 琵マ - カ - の 狩出
s sR マ - カ - の 開発をま従来 の ライブラIu - か ら の ス タ リ - ニ ン グ率濃縮ライ
ブラリ - の 使周 に よ るも の が多 い o しか しながら こ わ ら の方法ほ 2 もしく ぼ 3
塩基 の繰り返し配列 を持 っ た S S 民マ - カ - が 多く得ら れ また費周 を要し , 努
力的にも曹の折れる仕事で ある o Schlo s §ら (200望) は以前に マ ッ プした 789
僻 の ソルガム の 民ぎL Pプ ロ - ブを シ - ク エ ン スす る こ と に よ っ て 69額 の RIF もP
プロ - ブか ら ?種 儀 の S S 民冒 - カ - を 鬼 つ 汚 ､
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蛋終約に 6()簡e)新規 s s 民冒 -
カ - を開発した o 本案験にお い て も 93亨固の 現F L Pプ日 - プシ - タ 三 ン ス か ら 2
つ の S S 民シ - ク エ ン ス を明らかにし , 1償 で SS R∇ - カ - 招 変換 に成功した Q
SSR マ - カ - は数に限界があるが ､S 警S､C A P S(e呈e a v e盛a inPiifie遠p8iy迅 O TPh主e
s equ e n c e) マ - カ - に 比 べ 多塑調査にお い て よ り効率的である¢ またゲノ ミ ッ
ク タ ロ - ン か ら検出されるSS R シ- ク エ ン ス には従来の ライブラリ - ス タ リ -
ニ ン グ､ 濃縮 ライブラリ - で は得 られ な い 3 塩基以上 の繰り返しモ チ - フの含
まれ て い る割合が多いか もしれな い(Schl鵬 S ら 2002)o 以上 の こ とか ら も 民F もP
エ ン ドシ - ク エ ン ス は SSR マ - カ - 開発 におけるもう 1 つ の 方法と成り得る こ
とが示壬唆された o
2.3.5 品種内で の 多型検出
2 品種 1 6個体を使 っ た品種内で の多型調査の結果､ 増幅の見られた 6望僻 の
s TS 及びssR プライ マ - の うち 望5儲 の STS及び ss民 プライ マ - (舶 %) で
片方もしくは両方 の品種で品種内多型が検出された o Ma n oら (199) は津才
ムギにお い て 逢1償の S TSプライ マ - の うち 4儲 の STSプライ マ - (9.8 %) で
増幅断片最もしくはバ ンドの有無による解析集団鶴間で の多璽が見らわた と報
告し て い る B こ の 結果か ら他薦性作物の寿が自殖性作物に比 べ 増幅断片長 の遠
い に よ る多型 の検出頻度が高 い と思 わわ るo
また M ano ら (王999) は12 種類 の制限酵素を伺 い て オ オ ムギの 37儲 の S T S
マ - カ - か ら 14 個の C A P Sによ る解析集団親間の多型を検出し ､ Taylo T ら
(200 1) は 3種類の制限酵素を用らミて ベ レ ニ ア)♭ライ ダラ ス の i3満e3S T Sマ
- カ - か ら 1= 固Q)C鬼P Sの多型を検出した o S T Sマ - カ - の C 逸P S冒 - カ -
へ の 変換はより多く の 多型を検出す る の に 有効な手段で あ る 8 こ03た め奉研究
に お い て もイ タ リ ア ン ライ ダラ ス の S T Sマ - カ - か ら よS
,
3多く の 多型を効率的
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に見 つ 狩出すためにぼ今後らミく つ か の嗣限酵素を使周し､S T S冒 - カ - をe鬼P§
守 - カ - へ 変換する こ とが必要であると思われ る 8
現在 まで にI R G及び p R G でそ れぞれ 50,8 O8以土の E S警s が作 られ てらもるが ､
そ れ ら は未だ公開され て い な い(Spa nge nbe i4g ら 2803､Ⅰked護 ら 望08鐘ラe Tay呈o T
ら (200呈) は P RG の 13偶 の ST Sプライ マ - は オ オム ギ ､ エ ン バ ク ､ P 琵G か
ら設計されたと報告して い る o Le m と Lalle m and (2003) は ロ リウム 単 イ ネ科
の近縁種から 42個 の S'T Sマ - カ - を作出したと奄告して い る o 奉研究にて作
成された 67儲の S T S及び s s Rマ - カ - は 誤L AST検索の結果から , 土述 した
Taylo rら紹oo1)や Le n と Lalle m a nd(2003)の S TS マ
- カ - とほ 重複して uな
い こと を確認して い る o こ れ ら 67倍の S T S及びss況 マ - カ - ぼ 重民G の 7 つ
の連鎖群す べ て に分布して い るため､ 新規の遺伝子や農業上重要な形質などを
マ ッ ピングする際に別 の集団で の ラ ン ドマ - ク と して役立 つ と思われる o
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第2部 耐倒伏性閑適形質の QT L解析及び作成した マ - 力 - に よる幼雷選抜 鍔
試み
緒言
倒伏のダメ - ジ は収量及び機械による戟軽作業の能率の面で悪影響を及ぼず o
そ の た め耐飼伏性はイ タリア ン ライ ダラ ス の育種にお い て最も重要な目標 の i
つ である o しか しな が ら ｢倒伏+ と い う形質は量的形質でむぅく つ か の フ ァ タ夕
- が 関連し て い る複雑な形質 である o また環境の影響を受をナやすく , 風雨 に よ
つ て も引き起 こ される o また茎や根に影響を及 ぼす病原体や病害虫によ っ て も
倒伏の度合い は増し ､ 窒素多加や密埴､ 干ばつ の ような他 の要因で も影響を受
けるため韓場で の倒伏の評価は大変難し い(BTady1934;Pin地u s1973;E盈S S O n
ら 1993; Cf O O友 と 濫n n o sま995; M ilczars恵i 202;Sa n che z20O2)e
韓場で の耐倒伏性の ス コ ア u ングはぁずしも安定するもの で はない o なぜな
ら倒伏は植物のどの成長段階で も起 こ り得るし ､ また少しも起 こ らな い か も し
れない か らである (A 紘in $ 1938)o こ の た め 天候に左右されずに耐倒伏牲を評
価する方法を確立する こ と も育種家達は常に念頭にお い て きた(Heyland1968)e
こ れ ま で に行われ た実験 の は とんどは倒伏経と相関関係を示す形蓮華的形質を
見 つ けよう とするも の であり ､ 二 次的な評価要素とし て は軽周 できる o しか し
な が ら耐倒伏性に関し て は 一 般 的に信療牲が高い と立証された単 - 形 質華 形質
グル - プは無い o この た め マ - カ - 利潤選抜は耐倒伏性Q3向主 に おらちて 重要な
手段とな るだろう o 酎飼伏性 に関する QT LQ3研究はダイズ (Ma n s tiil ら 19 93;
Le e ら 呈996)､ オ オ ム ギ (Ba cke sら ま995; 鮎 ye sら 1995;Til返e Tら 1996ラ､
イ ネ (∈ha主犯pO u Xら 1995)､ コ ム ギ (
-
琵el呈e 王i ら 1 9 9きき: 鮎 ぎn e Fら 2002ラ､ 卜ウ
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モ ロ コ シ (FiinもーGa ぬ 漁 ら 2003b; 弘 e ぎぎy ち 2803a ､ bラ 単 三 ン ドゥ (管盈T
'
盈n
ら 2083ラ の よ うな主要汚物をニおらミて 報告され て お り ､ そ の ほと んどの研究から
は倒伏性に関する QTL と草丈 に閲するQT Lは リ ンクしてらミるもしくは同じ磯
城に位置すると いう こ と が示 さ孝一て い る o
実際 にQT L解析を行う際に使摺する分離世代には Fi､ F2､ B ∈1ち D Hなど数
種の集団タイプが存在 し､ そ れぞれ の縫物 の性質(自殖牲及び地建性ラや解析目的
などによ っ て 分離樫代を養成するo イ タ リ ア ン ライ ダラ ス の場合 ､ 地藤色な の
で ps e udo
･te sもc F O S S睦によ る Flタイプの分離轡代を使周するo
QT L解析により得られた結果をこつらもて遺伝育種学的な考察を行うために遺伝
効果 (相知効果 ､ 優性効果 , エ ビス 夕 シ ス∋ を推定する こ とが重要となる母 相
加効果(ad逢iもiv e e飽 cも)は例えばある対立遺伝子に つ い て両親の遺伝子型がそ艶
ぞれ AIAl
.
A2A2 の よ うなホ モ接合型の とき ､ 鬼2A2 の 1 つ だけを 鬼1に置き換え
た とき の量的形質に生じる変化量の こ と をいう o また 鬼1鬼呈X鬼豊泉望 の ぎi, み Å2
か ら両親の遺伝子璽値 の平均を引い た鹿(普通は交互作周があるた め等しくはな
らな い)を優性効果(逮o min a n c e efE ctラと い う o エ ピス タ シ スくep豆sも級長i導きとほ翼怒
る遺伝子座におい て交互作周がある場合の そ の遺伝子間の効果を い う o 奉研究
の場合 , イ タ リ ア ン ライ ダラス は他殖牲 の た 綾南親の遺伝子型は へ テ E3で 轟 り ､
また短年性 である こ とか ら櫨物体 を長期間維持する こ とが困難なため ､ ホ モ 撃
と ヘ テ ロ 型 ､ 及 び後代と の比較が出来ず相加効果及び優性効果は推定出来な い o
しか しなが ら B Clアル ゴリズム で のQT L解析では相娩効果は得る こ と が で き る o
古く か ら行われてきた育種は表現型によるもの で ､ 実際 に槙物を選抜に適し
た時期(例えば早晩性や耐餌伏牲の選抜には出穂期 または開花期)まで栽培しな
狩ればならず ､ また選抜の ためU3条件宅嗣えば病害抵抗性o3検定には病菌 ､ 害 虫
の接種 ､ 検定 ､ 評価の た め の 特別検定密場ラを整える こ と に 労尭及び ヨ ス ト を費
5 9
や して き た o また選抜された個体 に つ い て は表現璽儀の 評藤は可能だが目的形
質 に関する遺伝子魔 の うちどれが業際に選抜されたQ3か ､ そ の 遺伝子座はホモ
なの か ヘ テ ロ なの か に つ い て は不明である o また選抜して か ら も結果 の評価に
何年もの検定が慈要である o そ れ に比 べ て D N 鬼マ - カ - 利潤 選抜(朗鬼Sラは縫物
材料を幼笛の段階で D N Åを抽 臥 解析する こ とで目的とする形質に緊密を≡連鎖
する D N Åマ ー カ - につ い て ゲノ ム レ ベ ル で の選抜を行うもの で 一 時定の B 河鹿
冒 - カ - に つ い て の み実験室 で選抜すれば良く ､ 選抜 の場を設る こ と も時期を
選ぶ こ と も必要な い o また条件の 設定が困難 で再現が発し い形質摘草干牲や耐病
性など)の選抜にと っ て は有利であり , 得 られたデ - 夕は環境の影響を受をナる こ
とな く確実な評価 へ つ ながる o この こ とか らも M AS は選抜過程の短縮や コ ス ト
低下などの育種条件の向土に大変有周な手段 である o
近年 ､ 作物における量的形質の選抜に MAS を利属 しようと様考 な研究がなさ
れ ており ､ そ の 中の いく つ か で M ゑS と在来 の衰項墾億による選抜との 比較妄≡ つ
い て 対象とな る形質 の 遺伝率に関係があると い う報告がな され て ら護る (Ⅴ盈n
Be rl｡ o と S毛a m 1 999､ Fa zio ら 2003､ ぎiin毛･ Ga r eia ら 望003)e 遺 伝率
(he rぬbil皇ty) とは子供が親に似る度合い を示す親許量で ､ 育種 にお ける選抜
の難易を示す指標として 伺 い られ る o 遺伝挙が = こ近らもほどそ の 形質 の選抜は
確実 で あ り ､ 0 に近い ほど不確実になる o そ こ で第 2拳 で は商才倒伏性関連 マ - カ
- の 特定 , 及 びそ れ ら の検証を行 い ､ また M 底Sの 結果と形質の遺伝撃と 招関係
に つ い て も考察した o
第 1 章で は他殖性牧草であるイタリア ン ライ ダラ ス の 耐倒伏性 に関す る染色体
上 の領域を明らかにするため に 8 つ の 形質 - 出穂 臥 草丈 ､ 樺g3重き ､ 禅径 ､
折損抵抗性 ､ 分をずつ 致 ､ 押 し倒し抵抗性 ､ 及び韓場で Q3倒伏性 約評価 をも腎 8- W 野
ps e udo
-t･estc F O§S F- 集団を月粥 うて 行 っ た o また 耐倒伏性に 関連する形質鍔推定
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QTL の位置と寄与率に つ い て 述 べ ､ そ の 緩発と他の作物で の 耐倒敵性03 Q甘L
の結果とを比較した o
第 2 車で 結 こ03 一 連の 研究か ら得られた結果を研究g3最終目的であるイ タ
リ ア ン ライ グラ ス育種 へ 利周するために有望 マ - カ - の 選び出し ､ 及びそ の効
果を擁護するため の再現性及び宥敵性の試験を行 っ た e
6呈
第1章 耐倒於隆関連形質03QT L解析
1.1 材料及び方法
lil.1 療物材料
イタリア ン ライ ダラス品種
` i
ニ オウダデ
'
(N D; 倒伏に耐性がある品種) と
``
新 潟早生
' '
(好W ; 倒伏しや す い 品種) と の 単交配か ら狩出 した 緬 e- w ay
ps e udo
･毛e stc r o s sぎl集団 (N N集酢 220個体を特性調査に位相 した o QTL解
析にはそ の うち の 82償体 を使用 した 8 単交配に用 い た 国対 集団の親には 国I3か
ら耐倒伏牲の最も強い顧体 を N 腎か ら耐鎖状性 の最も弓弓らミ儲俸を選んだo
1.1.2 形質デ - 夕の 収集
N N集団と親品種各 32 個体(砲殖性のため Fi集団の作成に使周 した個体 で は
な い)は飼料作物研究所(横木県西部須野町)にて栽培され ､ 望000年の 4月か ら 5
月 にか打て評価された o イ タリ ア ン ライ ダラス ほ触殖性の 自家不和合性 で また
短年性ある こ とか ら表現墾評価は反復無しの 1 回限りとした o す べ て の 樹料ほ
19 99年 9月 15日 に温室内の ぺ - パ - ポ ッ トに播種し , 1 999年 i8月 呈5 日 に韓
場 へ 畦間 80e m､ 株 間 60e n で 移壊した ｡ 施監 ぼ 18 0m 喜あた り窒素 J) ン , カ
リウム をそ わぞれ 1 k琶 ず つ 行 っ た o
過去に発表された論文 (犬山と石黒 1986､ 杉宿 ら i989a ､ ち) と奉研究の 予
備実験の結果 (Ga o ら未発表) をもとに品種 レ ベ ル で耐倒伏牲に つ い て有意な
相関が見られた形質を耐倒伏性評価ojた 路 の 形質とし て選んだo 具体的 に は草
丈(P H; 紬 n毛hei琶h宅)､ 樺 の 重さ(C W;ctil氾 W eighも)∴将径(c D;c u呈m dia 迅 eもe Tラ､
折損抵抗性 (c s;ct呈1m sもぎe n琶紬∋､ う郎ぎつ 数 ∈T N;もi′呈呈ef 董号もI mbe圭
･∋, 押 し劉し抵
6望
抗牲 (C P R;e ulm pu shing 君e Sista n e e)､ 出橡 日 (H B;邑e ad呈ngd技もeラ に つ らちて
調査し ､ 押 し倒し抵抗性を除く 6 形質は いずれも出穂後に調査した o また倒伏
程度 (L S､ 1 - 直立 ､ 9 - 倒伏 =ま9段階の評点法を伺 い ､ 降雨及び強風後に評
価した ｡ 評価実施日は 4 月 22日 ､ 5 月 2､ 3､ 1 3､ 呈4､ 呈5､ 2 1､ 2 5臥 6月 望5
日の 計 9 回 (Taもie 8)o
また評価法は簡単 に Table. 8 で述 べ た o 折損抵抗性値の計測はデジタル フ ォ
- ス ゲ - ジ FGX-O.5 ほ 奉電産 シ ンポ株式会社) を周らミ､ 根元か ら切ぢ取 っ た
茎に つ い て横元倒を固定し , 固定点から 2 0eziiの 位置 で茎を引 っ 襲 っ て 茎が折
れたときの力 (gf) を計謝した o 折損抵抗性債は 1埴物留体中の 10茎に つ むちて
計掬し ､ そ の 宰埼値 とした o 押 し倒し抵抗性俵絃バネ秤式倒伏試験器 D Ⅰ琵-7 40呈
( 大起理化 工業株式会社) を伺 い ､ 出稜前に計蔑弓した ｡ 計潮 は埴物体の地隙か
ら 2 0e m の 位置に試験器を当 て ､ 療物体を 45o に飼 した ときの重さ ∈g) を計
瀕したo また ､ 押し倒し抵抗性俵は 188茎当た りの重さに換算したo
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1.1.3 デ - 夕解析
それぞれ の 形質 の ヒ ス トグラム及び形 質相関ほ Sもa毛Ⅴ皇e 腎 ソ ヲ トラ 三 ア -
(S ÅS In 醜iも態te王n c. Ca ぎy､ N C､ U S 鬼) に よ っ て 算出したo
ま た奉研究で は他殖牲の QT L 解析 が 可能な ソ フ トウ 三 ア - (脱鬼PL 牽
MapQ写L)の うち耐倒伏性の よ うなノ ン パ ラ メ トijッ ク解析を必要とず る 喝T i
解析 に使潤される 凹apQT L(v a nooije n と 朗盈l皇epa a rd1996ラ を伺い た o また
形質の 分布にお い て倒伏軽度以外に正規分布 の得られたす ぺ て の 形質をこ つ らちて
は区間 マ ッ ピ ン グ(inte f V al m apping) 法により フ ラ ンキ ングマ - 磨 - 紐a n恵in琶
m a l
ake r)を検出した e 正規分布 の得られなか っ た倒伏程度に つ い て 捻 シ ングル演
イ ン ト(sin琶1e poin七ラ解析により マ - カ - 単位で QT L の検出を行 っ た o どち ら も
CP アル ゴリズムによる QT L解析を行 っ たo 有意なQT Lの閥態として L O D鮭
3.0以よ を採周し､ そ の 際 ､ LOD 値の - 1 の 範囲を信頼区間とした o
次 に検出された萄T Lの 偽陽性を避けるために解析 したデ - 夕の 優性遺伝千慮
(分離比 1:1)に つ い て , 作成 した統合地図を母型及び父壁に分 軌 B Cl アル ゴリ
ズム の 区間マ ッ ピ ング法に て再度 QT L解析を行 い ､ eP ア ル ゴリズムにより得
ら甑た QT Lと同じ嶺域に QでL が得られるか建諾した｡ こ の ときの もO D俵 の
閥健を 1.9 以皇 (v a nOoije n1999∋ と した o
QT Ls の 表記は McCo u ch ら (1997) に よ っ て 善か れた規定妄こ準じた e
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1.2 結果及び考察
1.2.1 形質の分布と相関
飼伏程度を除く 7 つ の 形質につ い て Fl集団及びそ の親 の 2 品種 (討D 及び
N 腎) の特性調査を行 っ た (Fig. 9)o Fl集団にお い て は 7 つ の す ぺ て の 形質に
つ い て 正規分布を示 した o また親集団にお い て は出穂日を除くす べ て の形質 で
正規分布を示 した o Fig. 9 の よ う に親集団にお い て労布の煽が広 い の は触殖牲の
高い ヘ テ ロ 性 に よ る も の であると考えられ る o また禅董､ 碍径 ､ 折損抵抗性も
押 し僻 し抵抗性で は ニ オウダチと新潟早生の労布に明らかな差が見られた o Fi
集団の分布 で は揮墓 ､ 将径 ､ 折損抵抗性は新潟早生分布に腐り､ 押 し倒 し抵抗
性は ニ オウダチ , 新潟早生分布の 間に分布した ｡
F主g. 1 0で は F呈集団の倒伏程度の評点 の分布を日付臓に示 した o ほ とん どの菌
体 に お い て 4 月 2望目及び 5月 2 日 で は倒伏が見られ て い な い 督 しか しながら次
の 目の 5 月 3 日 には約半数が倒伏し､ 5 月 1 3日以降には大部分の留俸で倒伏が
見られた o Fig. 1 Oか ら推瀕すると韓場で の倒伏妄こよ る分離が見られた 釧ま5 月
3 日あたりだと思われ る o
次 に形質間で の相関に つ い て見たと こ ろ , 倒伏程度を除く 7 つ の 形質に ヨ い
て出稔日/碍径､ 出穂目/押し倒し抵抗性 , 出幾 日/ 禅重､ 分をプつ 数/ 樺重､
分をずつ 致/草丈を除くす べ て の組合せ にお い て有意な相関が見られた(Table 9)o
中 で も高 い相関を示した の は折損抵抗性/ 樺径､ 樺重/禅径 ､ 樗豊/折損抵抗
性 であ っ た o
倒伏評価を実施した 7 日間す べ て にお い て 倒伏程度問で有意な相関が見ちれ
た o また倒伏程度内にお い て 倒伏程度e3評価され た日付が遅くなる に つ淳-i砲 節
線合せ に 比 べ 高il う相 関が 示 さ音-tた o
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7 つ03形質の うち禅重と出穂日没ぴ6 月 25 日の飼伏程度を除くす べ て の 形質
間で の相関の ほ とんどで有意性が認めらわた o こ酌 は コ ムギ妄三つ らさて 琵e呈Ieぎ ち
(1999) が ､ イ タリ ア ン ライ ダラス につ い て は杉宿ら (1989aラ が発姦した 出
穂日と倒伏評価との 間には有意な相関があると い う結果と異な る8
1.2
.
2 QT L解析
樺董を除くす べ て の 形質に関して LO D値 3.0 以 土で合計 17 留Q)喝T Lを
MapQT L のイ ンタ - パ ル マ ッ ビ ングに て検出した (Table l 臥 F主g.ll)o そ03う
ち押し倒し抵抗性の 6 つ の QT Lが L G l､ LG 4､ L G 5､ L G 6 の 4連鎖群で検出
され ､ そ れ らの寄与率 の範巨那ま 23.8 %か ら 49.9 % であ っ た o また草丈の 5 つ の
QTLが LGl､ L G 4､ LG 5､ LG7 の 4連鎖群で検出され- それ らの寄与率の範囲
は 15.8 %か ら 39.1 %であ っ たo 分げつ数の 2 つ の QT Lは L G 2と L G 7で検出さ
れ 寄与率はそれぞれ 舶 .3 %と 17.9%であっ た o 出穂日の 2 つ の 喝T L はもG6
と LG7 で検出され､ 寄 与率ほそれぞれ 2 臥9 %と 2 4.3 %であ っ た o 樺径と折損抵
抗性の 郡 L は L G 4 でそ れぞわ 呈 つ ずつ検出され ､ 寄与率はそれぞれ 呈7.8 %と
18.8 %であ っ たe また梓重に つ い て は有意なQT Lは検出さわなか っ た o
検出され た 17償の QT L の申で qP H 5､ qP H 7, qC P 茨4の 3 つ の QTi} の ヲ ラ
ンキ ン グマ - カ - は AiapQT Lの C Pアル ゴリズム妄≡よ る シ ングルボイ ン 卜解析
(毘ilti Skal- W alliste st) でをま有意性が確認されなか っ た(デ - 夕ほ載せ て いな いき昏
cp アル ゴリズム によ っ て 検出されたす ぺ て の QT Lが本当に存窪するかどうか
確認するために統合した連鎖地図を両親 ごと の連鎖地図に分け､ B g まアル ゴリ
ズムによ っ て 再度解析 を行 っ た ｡ これ′によ 巧合計 13 碗 の QT hが検出き豹た
(Table iO)o そ の うち の 1ま簡 ぼ C P アル ゴリズム で検出きわたも03と同 じ領域
で検出された o 琶C P 昆5･2 と 穏CP民5･3 ほ 乳 父両連鎖地図におも′ ミで検娃ほ れ ､
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他7 つ の QT Lはどちらか片方の親の連鎖地図で 招 み検出さ豹 ､ 分げつ 敦 の 望 つ
の QT L, q守N 7-2 及び qT N 7-3 は B C lアル ゴリズムによ っ て 招 み検出き郎 ､ C ㌘
アル ゴリズムでは検地されなか っ た e CP アル ゴ リズム で は有意差が見られなか
つ た qPH 5､ q㌘H 7､ qC P R 4 のQ管L の ヲラ ンキン グマ - カ - は BC 1アル ゴ リ
ズムによ っ て も有意差は確認されなか っ たo
倒伏程度に関し て は ヒス トグラムが正規分布を示さなか っ た た 釧 こ倒伏程度
の QT L検出にはノ ン パ ラメ トリ ッ ク K君u Skal- W ai皇s もesも の み を行 っ た o 有意
水準 1 %にて穣認された領域を Fig.呈1 に示 した 0 日待機に見 て い く と 4 月 2望日
に 9儲 ､ 5月 2 日に 18儲 ､ 5 月 3 日 に 7顧 ､ 5月 13日に 14額 , 5 月 i4日に 8
儲 , 5 月 15日に 12儲 ､ 5 月 21日 に 2僻 ､ 5 月 25日 に 3勧 ､ 6 月 25 巨まに i5
僻の QTLが検出さわた o 飼伏程度 の QT L の いく つ か (例えば qpH l･望 くL G l)
や qpH 7(LG7) 付近の 郡 L) は他 の形質 の QT L葡域と同じと こ ろ に位置して
い る こ とが確認されたo 倒伏程度の QTL の ほ とん どがもG3 で榛紐された6 LG3
にお い てイ ンタ - パ ル マ ッ ビングで は飽の形質の QT Lは検出されなか っ たが ､
シ ン グルボイ ン 卜解析 で は い く つ か有意なマ - カ - が穣記さねた ( デ- 夕は載
せ て い な い)o
1.2.3 耐倒伏経と草丈の相関関係
多くの研究にお い て倒伏性と草丈の QT Lは リ ン ク も しく は同じ領域に位置し
て い る と い う報告がなされ て い る (Ma n s t1 君ら 逢993, Ba eke § ら 1995､ Haye s
ら 1995- Le eら 1996､ Tinke rら 1996､ 琵ei呈e ぎら 1999､ B6君neぎ ち 2輔2号 警a ぎ
'
a n
ら 2003)e 奉研究の結果 で も L G l､ L G 4､ L G 5､ L G 7 で鐙暇 程度の QT Lが草
丈のQT L付近で確認され て い る(F呈gt呈1ラo また押 し倒し抵抗性釣 QT LもiJG蓬㌔
L G4･､ LG 5 で草丈の QT Lと部分的に重な 5 3 て い る も し▲く ぼ そej付近 に有るとむち
7ij圭
う こ とが確認された o
1.2.4 奉研究結果と他 の作物における耐倒伏性関連QT Lと の比較
イ タリア ン ライ ダラス にお汁るゲノム研究は マ - カ - の 開発だけでなく 喝T L
解析にお い て他の主要得物よりも大きく遅れ をと っ て い る o しか しながら最近
の研究にお い て イ タ リ ア ン ライグラス と コ ムギ､ イ ネ間 の シ ン テ ニ - に つ u て
の報告がなされた(Jo n e s eも ai. 望槻2)o こ の よ うな研究により ヨ ムギ ､ トウモ ロ
コ シ , イ ネの よ うな主要作物で発表され て い るQT L情報を将来イタリア ン ライ
ダラ ス の QT L解析の促進に役立 て て い けるだろうo
B 如n e rら (202) は コ ムギに患 い て倒伏牲に関する 3 つ の QT Lを第 2染色
体 で 2 つ , 第 6 染色体 で 1 つ 検出して い る o 奉研究の結果か らも押し飼し抵抗
性の QTL, qCP 昆6が コ ムギの第 6染色体とシ ン テ ニ - の 見 られ る L G6妄こ マ ッ
プさ れ て い る o
埴物 の 繍厳壁の 重要な構成要素と し て リ グ ニ ン が挙をずられ る (Mo 8 f eと
Hat鮎1d 1994) が ､ リ グニ ン合成は茎の 堅さと関係がある の で はない か とい う
こと が長 い間提唱され て きた o トウモ ロ コ シ の br o w n･ mi逮yib n ti毛a 毘七s にお い
て リ グニ ン レ ベ ル の減少が観察され ､ そ れ らはまた茎 の強さQ)減少にも結び つ
い て い た (監u eと Nels o n1 964, 昆u cら 196 凱 Gen毛in eも毛a ら 1998ラo ca ァdin 捜王
ら (2O83) はトウ モ ロ コ シ の ijダニ ン含量と繊経に関係する 65額の QT Lを検
出した ｡ そ の うち第 5染色体に位置する ae皇d deもeぎ琶e n毛Iignin e3QTiJ の 1 つ
をま奉研究結果 で得られた L G 6 の押し倒し抵抗性Q3QT LO3近鋳 であ っ た o 奉研
究にお い て検出された 喝T L及び他 の作物 で検出された QT 乙と を比較するにをま
それぞれe)QT L領域内g)よ り詳播な シ ン テ ニ - 情韓が必要とな る ｡ そ 帝 た め に
は今後より多く の共通な 昆ぎL Pや.FJS T等 の マ-
- カ - a)マ ッ ピ ン ダ 鮒蕗要 で あ る
75
と思われる ｡
本 章をこお い て 検出された合計 17 額の Q甘L のうち 9 つ の Q.T L(q∈野鼠まi
qc p琵5
-2､ qCP民5
･3､ qH D 6､ qH D 7､ qPH l
- 1, qP Hl
-2i 穏写封望､ qT N 7
一隻ラに
関して は B C lアル ゴuズムによ る シ ングルポイ ント解析でも同じ領域蔓こ 喝習ij
が検出されて い る ｡ こ れ らの QでL の ブラ ンキングマ
- カ - はイ タi) アン ライダ
ラ ス の耐倒伏性に つ い て の マ - カ - 利周選抜にお い て今後有力な マ - 力 - とな
る こ とが期待される ｡
76
第2車 作成した マ - カ - に よる幼苗選抜の試み
2.1 材料及び方法
2.i.1 縫物材料
本研究にお い て連鎖地図作成に使周した N N集胃 望28個体のうち地図搾成に
使周して い な い残り 123 磯雄を マ - カ - の 丙畷性試験に使周した o また ､ マ -
カ - の有周性に つ い て の 試験を行うために佐 考 案亨博士 らほ 本草蟻畜産種子協
会飼料作物研究所)により改良された耐飼統轄改良 27 母系より作成された耐倒
伏牲選抜集団より第 1次選抜された 49顧体を供試した 魯 また こ の集団ほ日奉草
地畜産種子協会飼料作物研究所 (板木県西習琵須野町) にて 2 紳2年Q3呈8 月 か ら
2003年の 5 月 にか けて 圃場で栽培さわ､ 耐倒伏性に つ い て 評価されたo 栽培様
式は畦間 75e m､ 株 間 4Oc m､ 施肥 は IOOm2 あた り窒素､ リ ン ､ カリウム をそ
れぞれ o.8 kg ずつ行 っ た o
2.1,2 T 鬼S, A F L P解析
McCoもeh ら(i988)の方法に従 い , 育成され た 1次選抜額俸 の葉好から D 討洩
を抽出し ､ TA S及び ÅF L P解析を行 っ た(第1部第 1牽 ､ 樹料及び方法を参照ラ｡
また ÅF L P解析 に使用 したプライ マ - 組合せ は P O後M 1 8 であ る(Taもle 2)o T 盈S
冒 - カ ー 解析 に使周した プライ マ - 組合せ は T P 3 D 2 である(Taも王e 銑
2. 1.3 梗周 した マ - カ - 及び マI- カ - の 有意性e3争j定
冒 - カ - 桁 再現性試験に伺い た 2種類の マ - カ - の うち 1 つ ぼテ ロ メ !j ッ ク マ
- 尭 - i;p3 d2i で h G5 に 座乗し ､ 押 し倒し抵抗性喝警もqC P 民5-3g3 ブラ ン キ ング
p ㌢?
ii
冒 - カ - で 寄与率ほ 37 % である (ぎi欝. ま望)o もp3 d2呈 マ - カ - 付近 には別の 2 つ
の 押し倒し抵抗性 QT LqCP 民5-1 及 び qc p R 5-2 が存逢し i 夙 g. 12ラそ 豹ぞれ の
L O D鰻は 鐘.8 逢､ 5.59､ 寄 与率はそれぞれ 23.呂%及び 31.8% で ある ¢ qCP 琵5-3
内の マ - カ - に は L O D値6.6 6寄与率49.9 % の 王琵G 68マ - カ - が含まれ て い た e
こ の マ - カ - は R F L Pマ - カ - であ 巧 ､ 奉研究の STS柁の結果で示 した 2 つ の
s s Rマ - カ - の うち の 1 つ で あるが設計したプライ 冒 - で は P C 民増幅が見られ
ず(F主g. 7) 使周する こ とが出来なか っ た た め ､ 重民G68マ - カ - か ら 1.唾 cM 離れ
て い る tp3d21マ
- カ - を擾用 した o なお ､ qC P R 5-3 領域 の長さは 13.呈 c閲 で
ある o
も う 1 つ は ÅF L Pマ - カ - 鬼A C-CG T 14で L G 6に座乗し ､ 押し倒し抵抗性
QT LqCP鮎 の嶺域内の マ - カ ー で寄与率は 25.8 %である o 鬼ÅC-G GT 14以外に
も 2 つ の マ - カ - 幽 ㌢C CC9 と ÅGC-CG T l1が同じ場所､ 同じ L O D鰻(3.1 呈き
の同じ寄与率(25,8 %)で座乗し て い る o これら 3 マ - カ - は領域内で最も寄与率
の 高い マ - カ - で ある o
マ - カ - デ - 夕 は tp3d2i､ ÅÅC- C G T 14と も に<1m X皇呈>で記録した o 爾 マ
- カ - と も優性 マ - カ - で ある こ と ､ 集団解析 の結果分離比はほぼ1:旦 にな る こ
と ､ QT L解析の結果､ バ ン ドが無い解体は押し倒 し抵抗性 の値が増加する - 耐
倒伏牲で ある こ とか ら ､ 南 マ - カ - はお そ らく劣性ホ モ の と きの み耐倒伏性を
示すと考えられ る o
マ - カ - デ - 夕及 び形質デ - 夕の 統計解析は 芸Ⅹe el統計によ っ て 処理 さわ た o
2. 1A 韓頓にお ける選抜法
再現性試験にお ける押 し倒 し抵抗性uj詞査は出敏前 に バ ネ秤式倒伏試験器
f3王琵 - 7後0 1(夫起理化工業株式会社ラを伺 い て 行 っ た( 第2吾B第 呈 車 ､ 材料及び方法
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a ctual1yu s ed fo rM AS. tp3d2 la ndAA C
-C GT 14w e r eTA SaJldAF LPm a rke rs, r e spe ctively･
7!)
を参照)0
耐倒伏性選抜集団にお狩る萄場で の第 ま - 3 次選抜は佐 々薬学博圭 により衰
項塑に つ い て の み行わわた o 具体的な調査形質は評点による飼伏詞査 ､ 準努 ､
耐病性 ､ 出穂始め である o
8()
2.2 結果及び考察
2.2.ま マ - カ - の 再犠牲試験
N N集団の 123個体に つ い て 再現性試験を行 っ た o Table 11 ではそわぞわ の
マ - カ - の 効果 と マ - カ - 転 の バ ンドの有無によるC P民俵の違い を表して い る o
T AS 解析 の結果 ､ 123儲体の う ち もp3d 21マ - カ - の バ ン ドの見られなか っ た
60個体に つ い て押し倒し抵抗性痘の率士別ま13.4 9夢 で あ っ た(Ta 地 主1ラo またバ
ンドの見られた 63個体Q)押し倒 し抵抗性億の 平均は 王1.52g で あ っ た o また
A F L P の結果､ 鬼ÅC･ CGT14 マ - カ - の バ ン ドの見られなか っ た蘭鋳は 1望3固
体申 63倍体で ､ そ の とき の押し倒し抵抗性の平均厳をま1望.4 9g､ またバ ン ドが見
られたとき の押し倒し抵抗性の 平均値は 12.47g で あ っ た oQT L解析 の結果から ､
tp3d21およびA A C･C GT14は相反 の マ - カ - で あ る こ とか ら バ ンドが無u もの
は倒伏に強い ､ つ まぢ押し倒し塩抗性感が高くなるo 今回の結果 で は tp3d望1に
つ い て はバ ン ドがあるもの と無 い も の の 平均値に 1% の有意喪準 で有意差が見
られたが ､ A Åc- c G T 14で は有意差は見られなか っ たo よ っ て tp3d2呈マ - カ
ー に つ い て は再現性がある こ とが確認きれた o
呂蔓
Table ll. R印 r Odu eibi鞄 ofthe 羽a nki喝 m a rkeFS蔓モp3d21a nd 兵兵6- G G 丁場 o亨
Q T L転r C P R.
閲arker
Ba ndpatte r n
tp3d 乏1
韓 魚島e - e G Tl ヰ
1 3,ヰ9急 1 2.ヰea
11.528 1 2暮ヰ7a
Linkage R印 u暮siori Repu‡s毒e n
車*
:signific a n七 at0.elprobabi駄y暮e v e‡.
a
:はe a s u r ed 蔓n gr a m
2.2.2 マ - カ - の 有周性試験
耐倒伏性選抜集緒より第 1次評価された 49儀体に つ い て 毛p3出1 マ
- カ - で
解析を行 っ た o そ の 結果 , 49僻捧申 23儲体 (47 %) で バ ンドは見られなか っ た
(Table l払 そ の後佐 々 木氏によ っ て 逢9個体か ら表現型により 3 8個体を選抜し
た ｡ そ の 結果 ､ 選 抜された 3O儲体の うち バ ン ドが見られな い個体が ま5 個体
(5 8 %) 含まれ て い た咋abie 13)o 最終的に 1次評価 で バ ン ドの見られなか っ た
23個体 の うち 15個体 (65 %) は 3次評価まで選抜された こ と妄こな る o しか し
なが ら こ れ らの数字は再現性が有意に見られたにもかかわらず思 っ た以皇に乾
く ､ マ - カ - 自身の効果があまり見られなか っ た o Fi主n毛- Ga F e皇鎧 ら紹oo3ラはトウ
モ ロ コ シ の 酎倒伏性に関する形質Q) 脱兎S にお い て集団由来の マ - カ - を桂岡
した と きQ)み M 鬼Sの方が表現型による選抜より優れ て い た と滝活してむ篭る 昏 奉
研究 に お い て も有 尉隻と い う面から判断すると tp3d21 は集Et:i湾盲愛 わ る と高 い
効果が得られな い 可能性があ る こと が示唆きわた 督
8望
T 盛Ie 1 2. R母S u托 ofphe n ot¥ p主6 S eie eもien ¥ sは兵S i門毛o噛 r噂 re S毒sta円6 e
bre eding populatio n.
Sa mpfe n a悶 e Lodging re sista 門G ein 鮎 は tp3d望uLOD 5.5郎
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そ の原田 として い く つ か考えられる こ とば ､ 今 回桂岡した選抜集団ぼ耐倒伏
性の選抜が 呈998年から行われてお巧 ､ ある程度耐倒伏性の選抜圧がかか っ 冒レ護
る o こ の た め耐倒伏性遺伝子の よ り近韓 マ - カ - で な い と選抜できなら竜可能性
がある o 毛p3d21は押し倒し抵抗性 QT L の フラ ンキ ンダマ
- 蘇 - で あるが も 今
後押し倒し抵抗性遺伝子により緊密に連鎖す る マ - カ - を降出する必要があるe
また耐倒伏性は量的形質であり , 数多く の 形質や要因が複雑に絡み合 っ て 起
きて い るた め ､ 押 し倒し抵抗性に関するただ 呈 つ の マ - カ - で選抜をして も不
十分であるとい う こ とが考えられ る o 商才倒伏性に関わるす べ て の 形質 の QでL労音
検出される こ とが 理想であるが ､ そ れ に は様 々 な環境下(例えば複敦 の場所ラで集
団の特性調査及びQT L解析を行うなど研究規模の鉱夫が必要とな っ て く る o
また もp3 d21マ - カ - は優性 マ - カ ー で あるた め , 集団が変わると分離しなら竜
場合がある こ とが考えられるo そ の集摺内にもp3 d望i のア レル が無い場合は解析
不可能で ある o も し共優性の マ - カ - が あればい く つ かQ3ア レル の うちどわか
で解析が可能である o そ の ため今垣検出されたQT L嶺域内をより詳細に解析し､
軽周可能な集塵性の マ - カ - を作出する こ とが感要であると思われる 苛
もう 1 つ 考え られ る こ と娃形質の遺伝子と マ - カ - と の 問で組換えが起 こ っ
て い る場合 で ある o 観換え が起 こ る と相反だ っ た マ - カ - が相引の マ - カ - に
なる o こ の た め逆 の効果 の もの を選抜して し まう可能性が出て く る o
呂i皇
T盛Ⅰe13. No. ofiodg蔓ng r e s蔓s毛ant蔓nd蔓∀毒du als se‡e e毛edba s 昏d ¢n p転e n o七¥ pe a nd
田arke rtp3 d21.
1st s e一e ctio n
i叩 he n oty pe(in m arke rtype)
3rd s e事e Gtio n
in phe n o呼pe(妄n rnarke r毛ype)
Fin 壱I No. & % ofs e‡母∈注ed fo r閲兵S
49∈23) 30(15き
宅15きi宅窒3き
8 5%
2.2.3 形質の遺伝率と 姻ÅS の効果に つ い て
一 般的に量的形質は質的形質に比 べ て遺伝率が低 い( 武田 1993ラo また量的形
質の中 で も形 ( 葉形や粒形など=こ関する形質ほ遺伝率が高く ､ 数 (ま株橡数や
1稔粒数な ど) に関する形質は遺伝率が怒らミe - 般的に M 鬼Sは蓬伝率 の乾い量
的形質を選抜するには効果的であると言われ て お り ､ そ の 結果を示す報告がい
く つ かある(Lande と Tho mps 8 n1 99 0, Sehn eide 14 ら 1997､ Mo T e a tiち ま99 凱
F呈inも･Ga T Cia ら 2003) o ト ウ モ ロ コ シ の 茎 の 強 さ の 指 標 と な る 民主nd
pe n eもぎO m et･e l
h
l
l
e Sisもanee (R P R) は遺伝率が高く ､ 供試した 3集団の うち 望桑
田にお い て は表現型による選抜g)方轟音 M ÅSよ り も優 っ て い た と韓告し てらちる
(Flint,Ga r eia ら 20O3)o また v a nBe il o oと Sもa mそ1999ラは アラ ピドプシ ス の
開花期に つ い て 組ÅS を行 っ た が ､ M 鬼S と表現璽 に よ る選抜 で は ほぼ同じ結巣
が得られた と報告して い る o この と きの 開花期 鍔遺伝率は高 い こ と が わか っ て
い る o
耐倒伏性 の遺伝率に つ い て 軽信 ら(呈989)はイ タ u ア ン ライ ダラ ス に お 狩 る面責
S5
飼伏性の遺伝率ぽ
ラ
ワセ ア オ バ
ラ'が oI望63､
'号
ワ セ ヒ か+
” は 8.2 2 8と比較的法ら盲軽
を示 した と報告して い る o 三 の こ とか ら今後の研究 の進展に よ りイタリア ン ラ
イダラス の掛倒妖性に関する 紙鬼S は効果が土がるの で ほならミか と い う こ とが
推測され るo
86
総合考察
奉研究はイタリア ン ライダラス に 義持る耐倒伏性関連形質の BN鬼 冒 - 尭 -
の 開発 を目的とし て行 っ た o 萌窪 まで妄=イネ科植物をこ轟 い て遺伝子連鎖地図 の
作成 ､ 目的形質の Q
'
T L解析 ､ そ れ に よ 巧あが っ て きた BN鬼 冒 - カ - 招検証 と
いう - 連の 研究に つ い て の 報告が い く つ かあるが i (Wi呈ie o x ら 望8 舵､ 賢T 盈S ad
ら 2083)奉研究との 大きな違 い はイ タリア ン ライ ダラス が飽殖性であるために
品種内 でも常に遺伝的な多様性があり , ゲノ ム は ヘ テ ロ 接合牲であ ると いう 這
とで ある o すな わちす べ て の 遺伝子座で車モ になるような遺伝的な純系宅p視ぎe
lin e)や観換え近交系(re c o mb主n 盈nも皇nbrediiln e)が存在 しならちo こ の ような遺伝様
式を持つ飽殖陸棲物に つ い て遺伝解析を行う場合､ 発常に重要なQ3捻解析桑汚
の作出であると思われる o 最大限に変異の晦 の大き い集団を汚出 し l そ こか ら
きれ い な分解 の見られる集団を選ぷ こ と が尭切であるo 樹料が得られれば自殖
性植物の遺伝解析と同様の実験を行う こ とが出来るo
奉研究で搾成した連鎖地図はイタリア ン ライ ダラス で は裾めて の 艶ぎL 賢マ -
カ - ペ - ス 連鎖地図である昏 R FL酌ま使潤する D 粥塊豊も多く､ 検出蓋で の時間､
資周 の面 で も他 の マ - カ - 作成手段に比 べ 不利な点がある こ とか ら ､ マ ッ プ ペ
- ス と し て R F L Pマ - カ - を使周する こ と ばあまり多くなむき8 しか しながら得
られた 艶ぎL P冒 - カ - は シ ン テ ニ/- 研究争 , ゲ} ム 七の ラ ン ドマ - タ と して 亀
使摺 で き る こ とか ら作成した地図は播磨 招あるもの だと思 っ てむきる o 奉研究 で
は主に エ ン パ タ の ア ン カ - 冒 - カ - が 座乗し ､ イ ネの ア ン カ - プEB - プが 座乗
しなか っ た こ と は残念 である o 近縁種である ベ レ ニ ア]レライダラ ス に烏ii 篭て 多
数 の イ ネ ア ン カ - 冒 - カ < - を連鎖解析 に軽伺 した宗吾累 ､ 多< 釣 マ - 夷 - が 座乗
したとi;盲う報告がある緩 ま罰 ち 2 榊3き母 奉研究 で ほ軽弼L: たイ ネ ア ン 尭 - プEB -
8 了
プの数が少なか っ た こ と も原因 の 1 つ で あ る と考えられ る e
形質 に関し てをま耐倒伏性は極め て環境 の影響を受をチ脅す い複合形質であるが ､
現在 い く つ か の植物で研究きれ て お り ､ そ れ ら はそれぞれ植物 の 耐倒伏性を代
表する形質を選び, そ の縫物に合 っ た特性調査方法を伺 い て デ - 夕 を凝集し解
析し て い る o QT L解析 の結果､ マ - カ - の 寄与率が高ければそ の Q
'
fL の信頼
性は高くなる(Le e e毛 ai, 1 996､ Fi主nも- Ga r cia e毛 al. 2 0O3a ､ b､ a, Ta 若'a n e毛 ai.
2 003､ Ka shiw agiと 王shin a r u2 0 84)o い く つ か の 形質の み で酎倒伏性のす ぺ て
を説明する こ とは難しいが､ 少なく と も耐倒伏性を代表する形質の 喝TL と して
庸値 のある結果を得る こ とが出来る｡
奉研究は限られた労力, 時間等 の制限 の 申で行われたも の であるが , 今後むぅ
く つ か の組合せ による集団を用い て掛倒伏性 の QT L解析をし ､ 奉研究で得られ
た以界の QTL をマ ッ ピ ングする こ とが出来れば , 得 られたすぺ て の D 国魚マ -
カ ー は今後のイタリア ン ライダラス及びそ の近縁種で の 育種に大きく役立 つ で
あろうo
現在 まで にイタリ ア ン ライ グラス の耐倒伏性に関する形質 のQTL解析 の韓告
は無い が､ 奉研究を通 して触殖牲壕物の遺伝解析は自殖牲植物 のそ豹と南ら変
わる こ とな く行えると いう こ とが明らか とな っ たo 今後 捻自殖性 ､ 地殖性闘わ
ず も っ と幅広く研究が行わ れる こ と を頼 っ て い る e また今後 こ の よ う に遺伝様
式を問わず解析材料として研究が進められれ ば､ 例 えばQTL マ ッ ピン グほ遺転
子夕 - ゲテ ィ ンダに , また 脱鬼S に よ る選抜は全ゲノム選抜や近寧需要が高ま巧
つ つ ある品種識別技術にと様 々 な研究 へ の 応摺が期待されるo また こ軒もらす べ
て の 情報は今後の作物育種 を大 い に躍進させ る こ と ば間違らミならノ ミと確信してら鳥
る ｡
8 呂
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関 ate ria暮s a nd m ethods
Pla nt m aterials
員ee
a炉王
葺王き如
lefleS
lfl
P
The
afe巨
掛 e
aSo
鈎od
iS悶§
8for
劉 ea
enZy
級
afadi
a鮎a
ibed
fn e王
CD/r)
習Df
ere uS
FLY
兵ぎL
als(N Npoptliatio rl) w as u sed fo rlinkage m ap c orlStFtletio迫
The se eds of
'N io uda chi
'
a nd
`
N igata 腎 aS e
'
w e r eprovide(
by Dr･ T･ Sas aki(Japa nGras sland F折 niB軍a nd Forage See
'
Ass o ei/at皇orl, For喝 e Crop Res e arch lrlStlttlte, Toehigi, Ja,
pa n).
An oぬerpse udo -te steTO SSftl - siゎ F) poptliatiorl COfiSis碗
of 1 28 indi習iduals that w asge n erated fo rぬ e ge n etic
sis of cytoplasrnie m a王e sterility a n alysis(CM Spop幽iea
fB ade by Mf. S. Stlgita(Natio n al 王rlStittlte Of Liv es毛oeka
Gr assla ndScie n c e, To chigi, Japa n) w a s aiso us ed･
C 細 S毛r11 だ毛主租 母f the IRG ger10 nie libr a ry
-Tbe王RG gen o mic 触 a Ty W as e O n StrtlCted byTaKaR&In
(監u s atsu, Shiga,Japa n). Bfie恥 紬g oftotal D NÅffO 疏Q8乍
ifldi¥idu al s elected fr o m eultivar N 皇otldachiw asdigeste宅
漁室
digested D封A 腎aS SizefF aCtio n ated u si ng C bfOm aSp血
身
with ぬe m ethyiatio n 瑠e n Si 由e r estrictio n e n zyrn ePsi王一
(C lo nte eh, Paio A lto, Calif.), a r!d ぬe 0.5- to 3,5-恵bffa脚
閤 aSbulk iigated into the pu C 11 8plasrnid; Es cher 越 tl
ec貞
J M 1 09e eままs w efe毛r an sfor m ed 腎ith the r es u肋 gplasfBi由
毒
colo nies ofCells e o ntain l喝 Plas mids w地 I R Gins e氏S
常e嘩
selected by us皇n_農 X
- Gal a nd 王P T Gs efe e n mg PfO e e如
eS･主項
di¥idu al C olo nies were is olated a負dplas mid D NA 郁 SF
iモ
pared ae e o戚 ngto SambTO魂 e毛 a 川 989)I In se紹SforRF
L
㊨/2を舶 封漫C
菖 m
筑S
Zhtl
1iD3
iD3
T
A)2
)A
88O
§臼Sed
§GC C
C G
玩ge
%e
ぎ8in
Xll,
見∈ype
差ぎgo口
観 s.
§き a
Par
き 2Q嚢酵 壁書象
罵遷蛋く 謂 豊A
b
G
y
TSeARc GaAmeP-i買慧 nM芋蔓IR
n
暴露
監 ^ n も 九 A {
'! Å ′ ｢ √ 巧
f
r
l
A
声
1 P √巧 Å Ln
′
7!ヘ 机 d :Jh ^ ^ _ ( n 爪 ー ー王 A 山 一 _ A d A 州 : A詣泉A 鬼∈A G e T ÅTGÅだ-3つ prim e rs, Ra ndo m ger18 mie
s 鵬 Fegi¥ efl e O n§e etltiv e 迅u mber§(汲 Gx)asthey w er e
Fed. The s a m e rlu mber§ w eぎeぬe n tlS e8 to desigfl酸
rePe
書a
g 転
機 L.≡
ae転
pitぬlき
r
rASs
bi穐
≡
覧e ve
diate
･n O
sis
蔓毒召 由e 嘉eflOfn e aS
p afl盈ぎSis
e
dete cted by 藍e B etie m apping,
N■N popula 由 n 腎a SgrO 轡 a at ぬe Po fage Crop Re-
王rlS音量をtlte, a nd yo tlng le af ぬstle S 闇e fe S a mpled for
ie夏至ra eぬ n . D N AextTa C毛ie n, digestio 流, ele etrophore s転
S桝凍her nblot 触墨 腎 erePe ぬ f m ed a e eo rdi喝 tO the
Qd§de ser油ed by M eCotlCb e宅 急量･ (ま9 88)･ Forpot_ym o r
-
BStlF V ey, ぬe D N Afro m£腎 O Pare nts Of 地e N Npoptlia
-
宕oyぬe C 醐spoptlatio n) a nd モheir fotlrFl indivi 血als
芸驚喜e豊a㌘慧2ed
f
.
o
;
r
fi≡ぎ
z
t
y
hT
e
p
s
ii霊o
n
霊芝,s mF 慧y,
D
t;
G
e
l,
D
a
N
n
A
d
■
e tl
i喝
提t宝
嘘a
S
ⅠR
0
1
野虎
畳ま農i
由el毒
io 斑
k 壬監宅
皇軍id
しe毛io
¥主d毒
S監責
i魯 J
is毛i挽
a 岩岳王
La由
eaebpar ental lin e 盈nd82 FiPrOge ny 腎 aSdigested 轡iぬ
azぎ氾 e Sbo 剛 flg POly､m o rphis nbe毛管 e e nぬ e 若腎 O Pare BtS･
鼻 hybridizatio n 腎a S e a由ed 蝕 t iiS皇道g ぬe
fa鮎isotopic E C L syste m 蔓鬼m ersha m 壬Bt. , Litde
lfo醜 Bu ckingha m shire, ” .K .)I The 王漫G pr obe s de-
ed inthe above seeti甲 and ぬe Poae e ae a n cho rprobes
ef3 N Ås of 由e e(R 訟), baf重ey(Ho nde u m vLdga 柁 L･)
払)き a nd o at(如 efW Salivai.) (C D OE), k.indly pr o vided
i,8f々 S･ R･ M cCo ueh宅CoFn el呈univ e rsity, 壬血 ae aチ N I Y･),
寮 uSedi艮 ぬe polym ofPh呈s m stlTV ey･
ぎiPa n alぎSis
皇級p a 弧lぎS呈S 腎 aS e aFTied o ut a sde scribed by Vo s et ai.
5き姐d 朗ぎbtlfg eモ aL(2O Ol)bぎ u §ing ぬ e e n zym e e o n-
Psi 搬 e‡(＋3考 十3). The Pstlprim er 腎a Slabeled
圭配き7 耕 o r王R D 峯00 fl㍊o fe Se e ntdye(” - C o n, LiB e Oirl,
き, 鞄 e 鬼ぎL Ppr8血 ets 腎 er e a 且alyz ed orl a6% de B attlf-
鑑曙l盈血豆de gel a nd a Lo喝 Re adir 420O u - C O 鼠§e -
er★
maF監蜜T 盈温a壬ぎS董s
S n a速 ef an alysis 轡盈S C arded o tltaSdes cr由 ed byShe n
為tl宅1998). Prifrler eO mbin aぬ n s tlS ed 腎 eFeT PljD2予
a)観 T P呈/濫1 2, T P3i D2, TP3iD 30, T P4/ D 2, a nd
艶 ヨ泡e s e轡 eflCe S Ofぬe T Ppn m ers tiS ed are asfol-
評ま
亨
5
f
iCC C T 魚A郎2(A IGfr
'
)(AjG)T j
'
;TP3, 質-(C CC
)乏CCC 写若鳥汀)ÅÅG- 3
f
; TP 4, 5
′
-(C CC T ÅÅA)2C C CT
･k a癖終奴3'.
'
The
√
写P prim ers w ere e Bd-王abeled
,
with
-9善報dぎe宕L壬- CO鼠). 1泡e s eq.tl enC e S Of ぬe ra ndo m prim -
妃aare aSfo壬l伊野S:D 2
,
5f -G GA CC eÅAC a-31; 監12, 5
′
-
C∈貰e ÅC-3' 右boぬ D 2 a nd 笈l乏 arefro m Opero n
盈壬讃
套m 昏
ges竃
壬. T
ifl一連∃
･
さet圭一
ia ci
蛋rrll
s 好豊
t
e 鼻. 圭
iSPf
貯
ca現送藤
旦eiogies, 王flC. , Å壬a m eda, Calif,); D38, 5
′
-G 兵GÅCT-
払 A-31
f
妄甜皇pporlGerle, 取 nya, Toyarrla, Japa n)I
霊e8ぬg a n盛l重恩kage 盈投身lぎ姦i茎
e 招arkefdata 轡 eFe S c ored a e e ofdi喝 tO th/e defirlitio n
8由如ap3.8(St盈m 1993ラ. 芦o FÅPLPand T良Sm arke rs,
】l潤 X nP, ail_舶k x畠友 野 ere tlSed毛o se o re払 e s egrega
-
昏pe§ of lo ctlShe£ero zぎg8 日Sia'fe m ale paTe醜 Io c 召She圭一
軍票e8S皇n frlae pafe晩 arld lo etlShete FO Zy gO tlSiflboth
観 PoFR FL Pm arkers
,
in ad 盛 ぬrlto 塊e abo v ethre e
a noぬert闇 O tyPe S号 急転 x ed(lo etlShetef O 芸ygO u §irl
国籍飢s予fQtlr a壬Ieiesラand efx eg(呈o e u she£er 8 芸yg8u Sin
5 9
boぬ parerlt§, ぬfe e alまeles), we r e als o sc o red. 王n the c as e of
tらe alle王is m of m ultiple lo ci dete cted by o n eprobe thatis
diffict由 to re e ognlZ e, 轡e §e O/red it
与
a s a s eparate do min a nt
lo cis egr ega毛Ing なoln On ePar ent Or a,n Oぬer.
T he link喝 e m ap CO nStrtiCtio n w asperforln ed u sing
JoinM ap 310 u nder the cro ss-pollin atio n m odel, a Jld a
Haldarle(19 19) m ap fu n eモio n w as us ed. The linkage m ap
w asdra w n using M apC bart 2･0(Vo o rTips 20 02)
Re s u一ts
e haT盈eter短a滋 繊 Of ぬe IRG ge n ‡事mie libra ry
Ofthe 4 72clo n esthat w epicked fr o mぬ e rRGge n o mie
libra ry, 323 stlP POrted PCR arnplifie atio n of a si ngle prod
-
tl Ct, A uef ぬe se3 23sirlgle-irlS e rt Clo n es w ere tlSed fo rthe
polym o坪his m sLlrV ey. O ftherrl, 239clo n es(74 %)sho 閑d
single- o rlo w- C opyhybridiz atio npa江e m s, 37Clo n es(i 1 %)
probably c o ntain edr epetitiv eD N As eqtlen Ce S, a they ge n er-
ated S m e arpatterrlSfollo野Ing So uthernhybfidiz atio nto the
totalge n o mic D N A, a rid 4 7clo n e s(15 %) n aybe orga n eue
clo n esbec atlS ethey sho w ed ¥ e ry str o ng bybridizatio n sig-
n als btlt n O POlym o fPhis m afief 盛gest呈ofiWith a ny ofthe
fotlfteSted re strictio n e n zyrn es.
Polぎ m e rphisrn ofR F L Pm a rker s
We r ando mly sele cted 10 2of the single
- a nd lo w- c opy
重R Gpr obe sfo rthe a n alysis Ofthe N N FI POPt1atio n･ O f 血e
2O9lo ci dete cted, 4 0w ere c od m呈n a nt a nd s egregated as
i:i:i:i(s egregatio ntypes are ab x ed of ef x eg) and 1:2:1
(s egTeg盈tioritype is h kx h k) (Table 1)I Fin ally, 16 1w er e
rn apped o n allse v e nlink喝 e gr OtlPS.
鞄 also LIS ed 67 Po a e e ae an cho r pr obe s(m o stly o at
CD N A)to s cre e nthe po王ym o rphis m of 蝕e N N FI POPtlまa -
tion , O f ぬe6iprobesfro m o at CD N A, 29sho w ed p81ym o ト
phis m;ぬe畠e e and ba rley CD NAprobes w eredifFICtll to ris e
be e atlS eぬ ey sho常 ed v ery w e ak hybridiz atio n(data n ot
sho 闇 n)一 o t 65 io e dete cted by thes e29 o at ar!cbo rpぎObes,
nirie W e re C Odo miria nt(Table
'
l)a nd 40 w er e n apped o rl Six
li 虚age gro upIS e芸CePt L G7.
A F L Pa 迅alysi畠
W e afla,yz ed a tota壬 of54 PstI/MseⅠ A F L Ppfl m ef c o mbi
-
n atio n s(Table 2), which i血rltified a total of 867
polyrn orphisrB S. O f ぬe se, 38 0a nd 332aredo mirlarlt m afk-
e fS S eg時gated asi:i arld 腎 eT ePres e nt O nlyin the matern al
orpate rn al lin e, f e SPeCtiv軸;155polym o fPhisrn s w er e3:1-
s egTegatlngbands pr e§efltirlboぬ par e nts ･ T he a v erage n tlrrl-
ber ofpolyrn orphis m sperPfl m er C O mbin atio n 野 aS呈3･
T良S m a rke r arlaぎSis
We arialyzed s e¥ e nprim er e ornbi ado n s(s e eM aterials
arid m eぬods) (Fig, 1). A total of 85p81ym o rphis m s w ere
detected, a nd 7 0w er e n apped o nthe IR G linkage m ap･ 圭n a
fashio rl S主miまarto that de sc ribed fo r A F L Pa n alysis, tぬe
r m m転ef O･fpolぎm O fPhis m sperPFl m er eO mbirlatio n ra nge
d
fro m5 to 24, 腎iぬ a n a v er age Of 王21
S喝 T eg盈ぬ rl感ist母r 鮎 迫
Årn o喝 ali8fthe 1 226m arkersiflCludirlg R F L P, A F L P,
a rid T AB m a速eFSthat 腎 e Seered寺 72(5.9 %)sぬow eds egT ega-
魯 2 O84 柑R C Caflada
8O Ge no rn eVOL
Ta短毛e ま･ Ntl mbef Of R F L PFnafkerlo cisho wirlg Variotl§ §egreg釦i槻 ratios,irl the lモalia11fyegra S S(I RG)
`
N ioLldachi'
pQPtl波ion .
甲■l■ ー
Seg‾regatiorl ratio a nd 毛ype
a
4ア
×
毛
N igat 謝ase
208嘗
u8
讃
;密
議
a
毒
yj
Sg
要一こ望%
%
雷
′室
墓
鷲
義
,?i
蛋′茎
葉
董
妥
当
孝
∧表
裏
i
妻
宴
董
I;i
≡
ま
表
I-i
･i
1:i:i:i i:i
SotiFee Ofprobe(n 8, efpfく療e§)
Ⅰ及G p貫Obe宕1 82)
Af3 eho TPrObe吏2 9)
Total
ab x ed ef x eg 1:2:i, hk x h k lfrlX l王 rlB X BP 3:1, h kx h k
6
3
9
22
6
28
2
0
2
5 2
23
7 5
99
3 0
129
18
3
2呈
g
Fhe se蛋鑑真a由rlty pe s w e re a ee o fa呈喝 主8 由e3oi昆M ap 318 rrlarltl a(Pl之rli A,es e afeh 王nterrlatio aal B.V. , W age ni喝 efl,
'
Fhe Netbeflarlds).
1
Fi葺･ 1･ Profile oftelo 摺erie fePea妄 a§§oeiated seqtlenC e(T ÅS) 凱 arkefSdetected by prirrlef CO mt)irla tio n T P 3i D 2s egfegatirlgiB 鵡e
ゝ
鰐io 姐da ehi
'
駕
ふ
N ig ぬ 腎 aSe
'(N N)lta圭呈a BryegraSSF' population ･ Lane ” c o ntai現S the fB Oiec8lar size m arkers a nd la B eSPl and P2are
the m at e r n al rid patern al paren ts ofthe N N FI POPLla ぬ rl, f e SPe e如 e壬y･ T he otherlanes cefreSPO nd to4 0 Fiindivi血 alsI The arr 掬s
主邑盛eatefotlr写AS m a rke rs.
こ =-一柳---･T - ミ: = <--- な ∫ --･こ- =--＼スごt-こ 1 盲 - 妄モー - E = t-吉-ヾ ふ-v
l 槻 ミ 趣 蒔こ'
撃琴萎 滞 撃 墜 墨筆撃墜
叫 ヰ m Ⅸ≧ま
ヰ単 m D塁ヰ
叫 ●TP3Ⅸ≧轟
- IT P3【穏i轟
慧8 亀戸
325軸
茅紳 鞄
255 も?
芸紛 軸
2 糾軸 ,2 卵鞄
i?5 bp
まヰ5革p
圭喜誓窪,ま僻 晦
糾 亀昏
鐙書aL
F
蔓
O!a
串9
6き
74
ire
?蛋
R盈d窪
動転Ie 孟t 取 taま n tl mber ef 粗a座 ers a 色d selected m afkefSfo =be fra3ne WO虎 m ap ge B efated by each p,Flrn er Pai r
u sing 5 卑 Psi王j Mse王(＋3, ＋3)prim e r eOrBbirlaぬ ns.
Pri艶e fPair Total n o･ of m arkeFS 鮎 1 0f m arke rs sele cted
P81葺切ま玉
戸O l如1 3
POl夏場1 5
P 8 i言切隻7
POI Mま呂
P81言切33
P OI M34
P 82 M O2
PO 2 M 12
PO 2 M l 確
P82 M 16
P 8 2 M 1 9
P82 M 20
PO2M35
P O 2 M 3 6
Pe3…娼03
PO3如89
P83 M l i
P O3 M 1 3
POSH i 5
PO4 MO4
PO4 M ほ
PO 4Mま2
P8 4 M'14
P8 尋朗呈6
P87呈嘘O7
P89…切1 8
P¢9 朗壬l
聯 M圭4
PO9 如15
P昏9M 17
PO9M ま呂
P89如33
PO9M3尋
P18姻82
P呈8関12
P舌8 M 1 4
PleM 16
Pl e 朗壬9
Pi O 転生28
P1 0 M35
PI O M 36
Pl l M83
Pl l ㍍09
Pl l 的1 1
Pl l はi3
P王1M蔓5
Pi 2姐84
P12 M10
P12M12
P1 2姐1 4
P1 4 如86
P 15M 8 7
P 16M 88
敬ial
ÅA Åj C G 6
A A ÅjC C A
A A A jC ∈G
A A A j A A A
A A A jA Åア
A A A i
T
fA A
A A AfTA T
A A T !CAC
AÅT /∈GC
A A?jC CT
AÅ訂∈e C
A AT/A AG
A 威/ A AC
A A T打泡 G
A A TiTA∈
A A G /C A G
A Åc/CG Å
A A G /C G G
A AGiC Å
A ÅGl∈C 伝
A AC/CA T
A AC/∈GT
A Ae!∈G C
ÅÅ∈/C eT
A AC/CCe
A r G /a TG
AGÅ/a G T
ÅGAiC G
AGAjC C 写
ゑGA /a eG
ÅGA/ÅA A
鼻GA / A腰
A G A JT A Å
AGÅFfA T
ÅGT !C A/C
AGT/C GC
ÅGT iC CT
AG写/C C C
A仁T /A AG
A仁T/A Ae
AG TfFAG
AG 写f7 AC
AG G/∈AG
兵G G/CG Å
ÅG 伝/C G G
ÅG G/C CA
AGGIEC伝
ÅG ∈l∈A T
ÅG C/CGT
A GC/∈G C
AG E/冒∈T
A∈T l∈Te
A∈G/C
'
F G
A∈蛋/∈写写
2 0
2
2 i
16
2 4
17
3 3
1
3
5
16
i 4
8
29
2 2
i 4
4
13
7
l l
12
2呂
8
1 6
2
8
8
17
6
23
3 6
16
27
22
1 年
ま1
1∋
7
17
尋
2 4
12
28
2 2
12
34
15
27
2 7
10
18
13
30
20
8617
2
O
1
O
2
6
1O
O
O
O
i
4
i
6
3
3
2
2
2
0
2
2
i
O
8
i
0
2
i
i
5
4
5
5
5
1
1
i
5
2
i
3
5
1
1
2
2
3
i
1
2
ま
3
'1
ま1 6
61
㊨ 20 糾網漁C Caflada
ilo
ble三
0@
P(
P宅
与St萎
壷垣l(
S
a
鞄e
@f
Edis
野ed
良(i
%),
lOfl
義Zrl
nstr
良
∩
冒s呈
Eec
e a
押ed
ed l
o モ
hieh
威ef
追tio
亨朗
LGl
£ely
LG i
,
党鑑f;
ana
hers
Of
申4
窄n s
0∃
管
ヰC如
(tp
r8又i
馬
, o
馳af
鞄霊e .
30
豊8f
Ge n o me VOL47,28
の
門 婆 諾 r
O 蒜 r
感 触蔓室舶恕墨筆寧遷蔓撃萱竪琴絡聖霊蔓
ー･‾; V ヽ') T‾
軍学 買§喜喜喜
ト め
忘 諺 岩 野 蒜F ) サ
r T‾ r サ‾ ▼- ㌣ ー
a ) e ) め甲 f= 撃 甲
一
軍 甲 考軍 甲 甲 甲 甲モg?Fn:甲 ｢ 甲 甲 t甲 V . 雫 Le 耳Lモ 巧ぞ Fそ rh!) ぞ f? 可そ
q
l
'
ヤ
d 感 遠望警罵 罵言告 発宗等等等窮宕基宕誌だ㌫監臣蒜宝器霊宗 蒜岩 買 警 岩 宍
¢ サ ト
要害星雲星雲萱喜舶嘗書喜藁量萱書き誓星≡蔓聖書喜雪雲§萱喜茎裏書戯蔓蔓 蓋喜 愛 妻岩
O 杓 - iX) トか- ㌢- ∈〉 ト ト 骨 L ? 寸 N - tt- h く⊃ tD 芦ヽ 寸 rE - eg get iD の g ) P? lさr
L
h F) LT)ト r
-
ー く⊃ 申 ¢ CO ト 宅昏
誤 写嘉島盛衰喪監欝 意 畠盛si 呂 岩翌g 碧空碧空蒜告完悪g g宕謁宍宗霊票蒜等等講義=だ謡
く⊃ !う iL3 門 ∈〉 骨 rゝ
く⊃ 軸 g> ∈〉 ト･ O L Z?
T
･ ,'
一 郎 e ヰ
す
▼
‾十
N
萱垂垂茎轟墓室蔓星雲喜戯毒鮎書茎萱 幽
F
塗 童 話 ≡ 空
g? す ぐq 飼 ¢) 鎗 卜. ー eO iJ) 飼 g) tC>の 墳 fり 8)
8 畠 喜 蒜蒜 等 畠演芸濃基g 諾悪霊詔冨
亡) ウ! 内 くOiD ゆ 卜- q> fり の せLT)< ⊃ の 巾 ぐぅ 1ヽ と0
宗繋留若だ嘉宗 岩 書芸碧空碧空g 要望詔
- ⊂ 〉 くり
ト t L? ∈〉
缶】 F ) 寸
蔓
.
窒 ぎ垂
≡ の … 芦岳
喜誓董慧喜喜星空喜墓室垂萱 は義喜量感宴書聖蔓墓喜萱墓地窒藁喜蓋裏書壷竃
SD
すケ
*
内
a
( ⊃
”
O
a
鞘
u
¢
く⊃
⇒
>
O
i
領 訂 ぐ句 O ぞり 印 tL);P ぞウ ¢ CeF O)宅0 ぐつ 一ゝ 銀 声･ ー g) 申 の の 寸 の の 吋 ¢ の 8〉 18 T=
功 !ヽ F) f!i く》T 巾 ぐつち¢ く8 かl ¢〉糾 ¢ LE) ¢ 拍 m LD ト ∈〉 it)
要 語等宗宗雷造 岩だ琵だ監謡 霊 霊霊蒜 詔書 芳書g g 要望謁g; 琶詔罵 講宍監守等等嘉志雷だ蒜 詔霊忘三岩芸c,co 雷 要 望荒
ー 一 寸- T-▼ 一 丁一戸 r･F サ ー ー ウ サー T r ▼ - r サ ー r V- ー ー r ー r ー r でbi fq 洞 く勺 くJヽ OZ ぐヽl N
串 2 W轟き艶∈
C3貞
弓=i
;⊃
甘
号 -
'
豊星雲萱茎喜墓室菩艶星空蔓垂喜蔓喜盛茎萱姐
▼-
≧畳 表琵¢
¢ OJ iL) 酌 ▼ ‾ CO a?CD r O r:
窮 忘 芸道監 だ監基岩蒜雷
サー ぢ申 ≦p ゆ m 幻 紛 O4 くう く夢 中 噂 CO(○ 命 事､ CO
t L3 声一 心 宅O r ▼一群 もロ ト ー か O !ヱ〉 ー rq▼ ‾ 苓‾ r サー 印 fhl 内 PJ 糾 N 甘 寸 の も再ト O のー r
句 甲
こ∋ < g
¢
･ 8 蔓 岩 g 蔓喜善 書
感董幽艶墓室雪雲萱幽艶喜萱細萱
D ちβ u3 門 糾苦り 癖 毛P 骨O J 糾 ¢J の Nト ･ g) ト め 骨 の LE) 貯 めく¢ E tJ ⊂〉 fう の O 雫 く⊃ f与 ¢ - F)甘
‾ ナゝ サー 1L? f= Cr )の tO ℡
d r: 要愛東盛衰責まg 要 惑愛東盛虚盛衰g 表意盛衰意 宗虚g g 重苦 =
'
き空要g 東恵愛東 宗 畠貞盛ま
>
義
o 町
垂
㌣
書
芸 ト
亀裂萱憂盛夏喜董妻垂喜量喜喜星雲萱喜重要萱喜望蔓萱誉賀蔓喜
もt)毛β n 刑 ー･岱
完 蒜宗琴等等
サーナ r ℡tケ や T ▼- ヤ巾
∈I 呼 蛋〉 伊 宅E) 臼∋ 匂き の 頭∋ か ゝ 約 £> ヂう 佃 胎 ち8 - 脇 む 1 す 汲 窃) 町 骨
d iEi h
T
盛要愛 e
'
望 諸 宗蒜 鴛警 誤 認 監 嘉莞蒜霊雷岩 告望
ト
¢
A
*
ゆ
A
St)
ぴ
A
*
岱
A
gt)
昏
A
弼
ぴ
,A
一
訂▼
岱
ふl
i
峯当
も〉
蛋
戚
∈
頭
重
a
a
弓u
.3a
義
≡
妻ひ
J =
ト専
y;
i <
亀)
ぷ
ゝ.■
東
≡
£ゝ
i3
王墓
i
C)
ヰーJ
-
a
¢
無
位
もー
もJ
む
∈j
く7)
i_
む
a
i,i
忠
運
>ヽ
3
>
'
i=
{
J
S
賢
¢
ら
妻
ち
,£き
td lg
, =
⊂:
a
¢
塞
監
ノ如β
らメ
弓=
≦意
* ,
O =
ち
C3わ
” a
ギ V
慧聖
■一
重≡
義 .望
iI}j
眉 墨
芸 .
'
f:
u 匂
JI -
選
.室
ヰー
蛋曇
望 遠
6} 恕
ぷ
'^
a s
∈喜
蒜 雲
霞暑
気き 繊
ミJ 王=
蔓遷
怒 髪
†芸名
旨 聖
望写
62
ネNJ
, -J 感
言責 鉛
毒賢
.蛋 .岩
'
宅3 が
.≡ ∈
¢
把 ,一 - ･■
i～ もき
怒 - J
宅召
:コ 東
s=
← ご
遥遷
iiJ 』
零葛
表名
t'-I
届 書
蛋J 】
I
,≡ ⊆ヨ
岳 ¢
a
. _
-
表運
毒慧
義岳
聖 u
夢
'
g
- ‾
0
蛋) S=
表 象
邑o
書望
i叫
塊 磨
む a)
ti)
さ' ‾
召還
I 一
J 望
弓コ 壬=
室遷
.
. J
弘 急3
監 義
ぎ芸
芝 怒
㌔
-
ノ 恵
も ∈
霊要
義 ヰー
. 響 ぷ
Z (
4
x 篭
p
ゝ- -〟
1 チ▼ ≠
毒毒
-
-
, -
芦 E5
誓書
～
㌔- /
包)
設 怒
く惑 .. , _
払 器
罫書
毒層
～
■ 一一 ①
〝
急l 二コ
宅 屯_
Ej *
缶
¢ sJ;
穿書
≡ 歪
S{)岩
室召
J 惑
議 欝
勺
トJ
ぎ凄
ア, 2
書萱豊
A
喜≡喜
懇書aL
e男萌 弼 - bet 8f 壬9 e主sぬ8腎Ifl澄 d主軸 TEed se雷fe蛋a‡io BSin 由e f毛alia貝 fyegraS S
i
Nioudachi
'
x
キ
N i農ataW aSe
き
FI POP ぬ 由/rl･
”
Segrega篭io ru a も.io arldモy pe
tl
83
i:i:i;i i:i
¢ぎ漁 a速er ab x cd(1 9き ef x e蛋(28き l:2:i, 転k x h k(2) l和 × l王く4 96) 魚rl XflP(483) 3:1, hk x hk(1 98) 写otal(飽)
を貧6冒) 3(38O) 3(332) 12(155)
声音2冒4き 0(呈9) 5(28) 0(2)
毛呂5)
川,226) 5f呈7.9%)
8(75) 2 0(1 29)
4(41) 3(2 2)
15(3.0%) 26(5,4 %)
3(2 1)
l l(_
2 2)
2 6(13.1 %)
i8(2.1 %)
36(1 3.1 %)
1 8(21.2%)
72(5,9 %)
蜜5e貰喝 atiorltype s W 肥 a e eO r血g ie the frl an ualof JeirlM ap 3▲O(Pla 投t Re se a TCh茎flte m atioflaB 澱, Wage migerl, T he Netherla nds). T he totalfltl 現-
垂ぎ詔afkersbelor7g柑蛋tO a Se欝egaぬ n ty peisgl∇eFliflPa･rerlthe ses･
由eo托io ntTable 3き. Espe cially R ぎL Pafld T A Bfn a紘 ers
雛d high f陀qtle 艮ei § of lo cisho 常1Bg S egregatio fl血 to T-
t星3-i % arid 2 l･2 %) e o 斑Pared 腎 地 A F LP m arkers
%き, Am o ng ぬ efo nt tぎPe S Ofs e野egaモio 急 ratio s, the dig-
i飾 Pere 和弘唱e Of ぬe 奴 × hktype segTegatlng aS3:1
汚OSもまぎ 良ighef(
'
Tabまe 3). M e s dis毛o fed m a fkeTS 腎 ere
夏ed 8flぬe fop of L G まa ad ぬe bo宅to m of LG6.
廼竃済 e鮎 現 母f 払圭琶h- 由 耶itぎl喜成喝 e rn 盗p
喝 漁e da若a 色
.
o m 雛7 A F L㌘ a_nd ま64R F L Pm arkers,
e8感 摺eted a皇量感 age m ap e o n毛airliflg S e v engro ups at a n
盛frlOfぬe oddsfl o p) ぬ esholdv a圭tle Of9.0. 取 gen-
.i-惑e a sifrlPie fr a m e 耶 rk m a,p,
235 m arke rs軸 血 dingi 19
pea RF L Pm arkers afld lま6 A F L Pm arkers) 轡 eT e S e-
ato e o v efinモe rV als of a搾r O 畏im ate王t 5 e朋 . We therl
e-貞I10n e wiy a n alyz ed R F L Pm aF藍ef§ arid85T 良S m aFk-
蔓e this an軸 sIS･ The firlal m ap i/n Cluded 385m arkers,
閑 摺 S ePaT盤ed i虫to S ev e n m a3Orまinkage gro呼 S･ The
転T§fo Fぬe重量nkage 蛋r OtlPStLG lto L G 7) 舵 re a ssign ed
t e
組 員震£o ぬe王n芭e m 蓬ぬ 柁al Loli以用 GerlO m e壬nitiativ edes-
量墓塊 宕3orleS e毛 al･ 20 82a), The 若otai fn aP 壬e喝毛h 轡 aS
･尋e弼 , a Bd ぬe a ¥ erage irlモeTV albe£野 e e a m arkeTS 轡aS
£姻f声量g. 2き,
i-G呈e o npTis ed 39 m arkers e OYe Tl,rigl 線6eM 盈taP Pr O Xi-
iぎ確3-eM i皿ter¥als･ Of毛be eightT 魚Sm afke TS n apped
Gl! 転tlf宅申3d 38 ま予 tP4 d3 0いpld2 l, and tp3d 2i7) 腎ere
gaat盛霊ta壬positio n sヲ afld oFle細4 d3 07) w as m apped書o
邑t東 p8SiぬrlI L G 2 had 68m 鑑ke fS e O ¥ en ng 17 l.4 eM
a暫e君age if3tefV aま of 3.4 eM , O fthe ま2 T良S m a疲ers
琴野dte L G 之き 血 ee細確d 38 6,毛p4 d385, a 琉d毛p3d 21 4)w er e
こ
琴Pe貞嘗eits m o stdistal 托glO n S･ L G3 w as e 8fnPO S ed of 4 7
ご蜜kers 研 eTlrlg 申 ･l e㍍ 野 姐 an 節er age iflもeTYal of33
‾宣誓タ Of&e ま3 T a §rrlarkers rn ap ped to LG3, tw o 細4d21
妄酵d乏9き 聯e 陀 rn aP Ped to its m o §壬 distal r egio n s,/;LG4
pri嘉ed 70 fn arkers e o ¥e Tl喝 22 5･ cA4a£ arl aV e rage 主n -
ai感 3 3e弼 t 8 fthe 16
f
r A SFR afkers n ap ped to LG4,
喜 腎eFe 劉 aPPedモo w aFd ぬe ce ntralf eglO n Of L G 4, LG5
珪dJed55m ar転ers ぬat e8¥ered ま85･9 cM atappFO 笈im ately
地 iBモe 搾 a王･s･ 8fthe si景 T A Sm aFkefS n apped to L G 5雪
短軸舶38ま8) 曙aS 措IaPPed £o adista呈 po sitio n亨 a fld tw o
麹ヨ83a-nd 時4d2 17) 轡eFe 壬oe ated n ea =he e e臆 T, LG 6
鞠自§ed 62frlarkers e o v eTlng ま9乏･8 eM at afl圭nte rv al of
3･3 eM ･ O ftわe s e ¥ eflf as FYI,afke FS m 呼Pedto
0塁e紬4d3O12,)
腎 盈S lo c ated n e arits e監nt鑑 L G7had
鞄arkef§ e 弼n ng 215.呈 ew at a ni 触 fV al of4.4 eM o rl
鞄ge- Of 鮎e癖t T A Bm 盈_TkefS n apped to L G 7予 ぬfe e継82, tp3d27サ a nd 時 - 24) 轡 efe fn aPPed to dis毛alp 酔
顔毒ofLG7.
c盈β逢藤
Ce z1S e r¥ ed syn毛e野 bet閤 e enthe l壬rlkage gr 織PS Of I R G
a捜d 挽 e h¢粗 e elf唱 和 S gr
･
O tIPS Of 野be at
ln o u r Te§t11ts, the c o,rn m o nlo e急tion of s ofne an cho r
probes betw eef1/I RG 王inkage fn aP a nd the ho m e ol go us
gro tlPS Of whe at 腎er edete cted, O fthe m, t常o m a rkers
(C D O 2 0arid C DO1 387)ide ntified o n chr o mo so me 4 of
whe at (w4) o ee u rr ed in 壬RG L G4き ぬ e e (C D O 53 4,
CD O 1380, a nd C D O 49 7)oftho s e o n w6 wer efotlnd inⅠR G
LG6, and two(C D O 9 20a nd C D O 4 60) o n 轡3 o ee u Tr ed in
汲G L G 3･ 王n ad di ぬn
,
汲 G LG7 ofthe C M Spopulatio n,
which is ぬe c o mpar ab王e li 疲age gro呼 Of L G 7ofぬ e 甜N
populatio n, hadthree an chorrn arkers呈n eor n m o n w地 ぬo s e
in 野he aモI We detected only orleO rt腎O m arke rsirl C O m rn O n
betw e e王1 腎2 arld 闇l of whe at afld 王鼠G LG2 and L G l.
I)is c u s sio n
濫Wleie n ey ofge 粥 指ie pr ebe 酢rle r a触 n
Ⅰn this sttldy, 常 e tl S ed the m e軸l 威orl-S e n sitiv e e n zym e
Pst王dB fing the e or7StT u Ctio noftheI 漫Ggeno mic 肋 rary. As
n oted by m a ny atlぬ ors(BtlTr et al. 19 88; M cCo u eh et al.
19 8;Tanksley eをal･ 1988;Ⅹtl et al. 191), the Pstlge n o mic
libr ary effic e ntly y主e!ded single- o = e 軌 e OPyfF agm e n毛s.
T he effic eFICy Of single lo c usdetected forⅠR G w as74 %,
which w as r elativ軸 high co mpaf ed 轡ith ぬo s e of m aize
(50･6% , g予見Oln e.Size 1 C
= 240O M b; 鮎 rf et al･ ま988),
which is sl milaT lrlgerlO m e Siz eto 王RG arid rice(5 8% , ge-
n o frl e Siz e1 a = 4 30 M二b; M cCotlCh et al. 1988).
王n Table i, a total of 274 鼠F L P lo ci w eredetected;ho w-
e v er, o nl^y 4 9(17,9 %) 轡 ereC Odo m皇rla朗 . The majo r re as o n
fo rthelo w f急tio ofc odo min a ntrTlafkers w asthat ther e 甲 ere
clusters ofelo s elylinked lo elgerlerated fro mthe s arg eprobe
that w er edete cted as fn ultiple do mirla nt lo ci oppo sed to
c odo min arlt oci, a rid allelism could f10tbe r e cogniz ed. On e
e 荒a mP王eis a cltlSte r Of 王R G 3 18-6, 王R G 318-7, a nd I 鼠G 318-3
o n th,e L G l; if ぬo s elo ci arein cltlded, the n tl mber of
c odo min a nt m afkefS
.
苛 o uld be 86(3 1･4 %)･ Ia this study, 轡 e
tl S ed o rllyfour re sモm c由o n eflZym eS tO StlfV ey the polyrnor-
phisfn Of m appi ng POPulatiorl;the us e of m o te f eStricti()rl efl-
zyrrle S 腎illbe u s efulto re c ogniz e m o re e Odo mifla ntlo cia nd
redtle eぬe pefe e nt盈ge Of m ultiple do rn,in a ntlo ci･
P◎蛋i毛ie n 母f T 良Sm a rke rs
TJ畠ei_nteTStiぬIlo c alizaぬfl Of吏elo m er皇c repe atsis a c orn
-
抱 O n pher10fn e n O nira arlifn 盈Is afld plaFltS, a nd intefStitial
-
壬o caliz ed te呈om eFie repe ats ar e fo t md m ainly n e ar
c efltfO m eric f喝io ns t如eyn e et al. 1990; Ric畠ards et all
■i91; Chetlng 監t 盈L 1994; PF eStin農 et al･ ま996)･ 王n o ur F e-
s u呈晩 ま3 TAB fn arkers 腎e 陀lo ea毛ed atdistalpo sitio n sin si又
㊨ 2 00轟 柑R C Carlada
6轟
oぎthe iS-e ¥ e 迅喜艮G ま皇nkage gro ups(e x e epモ L 6 3), whefe 逢S a n
-
eぬeFIO T A Bm arkers轡e Telo c ated n eare e紙 al r egio ns.
OtlT reS nl電s agFe e 腎独 痕o seaes cTibed bぎ Sherl a nd Z htl
考量9 9呂). 腎beぬerthe T 鬼Sr¥lafkerslo c ated at 盛sをalpo sitio n s
of まi 盛a霊e gf8 tlPS trtllぎ dete eted telo me rie se弓u en eeS Still
Beeds 竃o be e o_nfirfD ed by eio rl呈flg a nd s equ e n cl喝 Of ぬe
T A Sm afkeFS and ぬeir tlS ein in situ hybridizatio ns,
&tap si岩e
Otlrtotal m ap Siz eis 12 舶･4 cM ! 轡hieh is laf霊e = barl
oぬerpubまished P 良Gge n etic m aps(69 2- 938eM; Hayw ard
監宅 aま. 198;Berl et al, ま999;Jo n eset al, 20 O2a, 28 02b), T his
diffe e n ee m ay be be e 凝 Se W e tlS ed m o retha n18 00m afkefS
細 o stly A F L Pm afkefS)to ge n erate a量主底 age m ap;in oぬer
P 汲G 投 込PS, A F L Pm aps ha v eぬelo ngestle ngth als o(BeTtet
ai. i9 99). Otherfacto rs s 甘eh as fn aP ftiFle由 n(Halda n e, o u r
pape r ¥ S･ Kos a 訊奴 otherpaper), the n a奴 e of the Cr oss
f陶 O - 轡 ay PS etldo -te stcro s sirl O u rPaPer 柁 FStlS O n e瑠 ay
psetl由 一te stefO SSirl Other papers), a nd gerlOty_P
i喝 effO FS
should be Co nsidered.
ee mpa Tis ¢温 野i 組 e也 e rⅠ漫G a nd P RG m aps
T8 CO mPafe O ur王鼠G linkage rn aps with anotherm ap gerl
-
erased in 鮎 s a m e spe cies, w e tl S ed the CM S
鮎 m 轡bieh §e v e n m ajor gr o ups C arrying
Ec o腰王儲 s e王tヰ3, ＋4) A F L PfB afkers and S S R
apfr 弧im atelぎ10- eM iBter Vals w ere corl§馳 cted
poptlatio n,
abo tl 38O
fn arke rs at
at a nL O B
of丸8宕娼 ･ i?ujim o ri et al. , in prepar atio n)･ We a n alyz ed 4 8
R F LPpf宅療es u s ed in the f m popuiatio rl a nd ultim ately
m ap pea 4 7 io ei de蔓e 兜 d bぎ29 a n ebo rprobes arid 3 5 lo cide-
もe eモ藍a by19 王汲Gprobes acF O SS ぬe pare ntalge n etまe fn aPS Of
ぬ e C 醐s popu呈ati8 B吏data n ot sho w n)I A ll lirkage gr o nps
w ere c o mparable
､be£w e e nthe N N a王1d C MS m aps･ 壬n ぬe
e o mpa T主s o 迅 Ofotlr困鞘 m aps 轡iththe P E Gm aps reportedby
Jo n es et ai･ 妄2 88 2bき, o tlT gr oups LGl, LG 2, L G 3, L G 4, a nd
LG6 腎e fe eO frlPafable, a呈ぬo 喝h the m arkers c o,m m o 迅be
-
を腎 e e nぬe P 最G a nd 王汲G m 琴 S W er efe 野in s o m elirlkage
蛋狩 ilP§･
Sぎn 蛭 野 be宕腎e e nⅠ混信 鉄色遠 野払e at
T払e霊e n O fnie s毛Lldy 8f 王R G baglag農edbebindthaモ ofother
m ajo r Crops, Pa琉ie ularly 腎 抽 fegard to the ger10f nic s e-
勾B e n e e, C O mPila 由rI Of e漫Pr eSS ed seqtieflee tags, a fld dev el-
oprne n嘗 8f 済 盈f転ers s Qeh a s R FL P a nd S S Rm aTkefS,
CuTY e n毛iy, ぬ efeis no e 8 mPlete ge n etic lirlk喝 e m apfo r王R G･
Sぎ 酸 野 Sttldies of 首鼠G w 醜 oぬeF W el-de触 ea species of
the Po ae e a e s u ch as Fic e! m aiz e(Zed m a),屋 L,)亨 ぬ Tley, a nd
野he at 轡i手玉faci壬itate theprogr ess Of 挽G genorn eanalys呈S ifl
the future. 5ofle S et 急l. く2802b) r10ted モha£ ぬre elinkage
gFO呼 S 8fP 鼠Gsho 腎ed e o fnP】ete synt′e ny With e o rr espo nd
-
衰喝 ChfO m O S O m e S Of 魂eata 負dtha毛, o v e f allき 8O %of m arkers
e orn m ofltO the ㌘R Ga nd 野he aを n aps 閤 ere Synte nicf OurFe-
s Blts als o sho 常 ed s o m e c ofB i73Orllo e aモ呈o rlSOf 由e 盈rlChoT
probesbe書簡 eef3the王最G linkage m ap pFeS e触 d here aridthe
ho m eoi gotlSgぎ8 uPS Of whe at. Ho 闇 e ¥ eF, 也e riLl mbe f Ofr ele-
¥ a nt rn afkers 鄭 aS V e巧 l8 轡 fof ぬ e s‡fldy of 塊e detailed
§ynte ny be皇w e en 王昆6 arid wheat o r 8ther 腎 ell
- sttldied spe
-
cie s §u eh a§T二ice;theTeforeゥ an a董ysまS Of a 謂It3Ch large<F nu m
-
ber of an eboT probes is n e eded, 壬Fl a盛ditioflヲ E B aPPmg
e 菟Pre §S ed s eqtie 望e-e tag m aFkeFS 鮎 獅 l 民G(き㌢･P 民6o nthe
Ge n o m eVoL4 7
き28O
Fle e of 腎he a= irlkage m aps will be tlSeful forthe synten
sttldie sof王R_ら,
W eide ntified s e v e nlinkage gro ups at L O B= 9･0, b削も
FelatioflSbips betw e e a oLlrlinkage gro ups a nd the 挽G 軸
m o s o m e s are n ot yet ele ar･ Be caりS e eytOlogle al g領ei
steaks are notyet a vailable, in situ bybridiz atio n uslflg壬R(
ti
le
蛋
i.
G
high
-de nsity linkage m ap likely will be useful forge -項冨__ __▲ ' ▲_▲ 二__ー▲_A! ▲ l__: _ーー____! .ー ^_ー _j _ _ー__I
fl]
Lt
of
le
rn aps, m ay be ap piic able to oぬeTIR GpopulatiorlS. Oa
getlrlg, qu af由ta由 e traitloci m apping, a rid m arker-a §s皇ste
s ele ctio nin 王R G,
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鼻b 療盈£書 王ta壬ian ryegrass (Loliu m m ultijio ry mLa m.)is
ぬe m o st widely etLl套iv ated an n tlal fo rage gr asin Japa n.
Ledgi喝 da m age redtiC eSboぬ haTV eS毛edy皇eida nd fo rage
轡ali守一 Toid組 ti毎 ぬe Ghro m o s o m al fegi槻 S e O n触昆i喝
呈蟻i喝 re Sista ne ein Ⅰtaii邑艮 FyegraS , 腎 e a n alyzed se y en
轡姐 ぬt-ive chara cters
- he adingdate, p呈箆n宅height, c uぬ
幣 癖t, e ulm dia m虎eT, C 敬ぬ sなe ngih, 恵まiernu mber, a nd
田1規 P罷Shi喝 reSi東急nC e - 盈 d ev atu a毛ed lodgings c o re sin
鮎 畠eldin a 紬 o 将ay PS 孤do -testcfOSS FI POPuiatio n･
S癖ifie 汲t C OTTe王威 絶 呂もetw e en m o sモ eomb由atio n sofぬe
ぬits e毘arnin ed w ere fo u 泡盛, Sevente enQTLsfor antraits
鑑e野毛Ctl呈m w 宕i癖毛 腎 eTedete cted o a si3( 8fse v 組まinkage
grotiPSby simpleinterv al m appl喝 u S mg CfO S S-POlliaa如 n
i
.
CP)ai墓e畠ぬ取, a nd 33 indepe ndent QTLs 評 e re als o
遠雷毛e-e号藍a bぎ e O mPO Si短 inter ¥ al m appn g 昏om boぬ m ale
訊d 良m ale pare農奴I l主疲age m琴S･ h addition, up to 18
Q乳sfo fまodging se o re･§ e 閥壬uated a毛 nined主点 re n毛tim es
腎erede毛ee短do n 盈l王iinkagegretlPS. The丑a 血 g m a rke rs
of 飴o seQT Ls 威王 s er官eaS 管 tiSぬl 宅ooi for ma汝eト
姦Sis電eds 悪玉e e毛io n oflodging re sIS輸n e ein王臨1ian 野 egTaSS.
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Therefo r e,lodging resista a e eis o n e ofthe m o sモimpo fta nt
go als in Italia n ryegras sbre ed ぬg. Ho w e y ef, lodging lS
di 飽c ult to 8 V alu atein the 色e晩 be c 弧 Se n ot O nly lSit a
co mpl鑑 traitrelatedto s e v eral fcto rs,itis als o c atlS ed by
a Co mbin ation of wind a ndr ain and c anbe enhan c ed by
pathoge n s and pests, a飽 eぬg c ul血 s o r ro o盲s･ 0 ぬer
fa ctors such as high nitr ogen fertiliz atio n, high s o w ng
den siモy, a nddro ℃ghモ ea n also a免 ct呈odging 担rady1934;
Pin也tlS1973;Eass o n etal, i993;Cro ok andE昆n O S1995;
Milc zarskiand Ma sojc2002;Sa n ehe z et al. 2OO2).
Scorl畢g for lodging re siぬ n c e皇n the fleid C an be
in con sistent, a sin cidents c atlSlng odgi喝 C a n O c cu r atany
stage ofpla nt developm e nt o r n ot
.
at alュ(Atkin s1938)I
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c o n血 eted so farha v et転ed モo flrid m o呼hologlC al baits
塊at are c o rrelated withlodgi‡lg a nd c o u王d be tlS ed as
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r esi威 弧 e e in c ere als. Sぬdies of QTLs fo r lodging
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al. 1993; Le e et al. 1996), barley @ackes e毛 al, i995;
泣ayes et al. 1995;Tinker etal. i996), ric e(Champo u x et
al. 1995), whe a毛(監e皇王er et all 1999;B6rn er et all 2002),
m aiz e坪1int- Garcia etal. 2003), and fieldpea(Tar
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plan毛height ar ei皇疲 ed o floc ated in the s a m e chro m o-
s o m alregion O rregio n s.
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触ssland Fm ng andForage Se ed Ås so eiaぬ 包, Fo rage
紬p Res e 急reh 払s毛細 観 To ehigi,Japa n)I
p白銀 Ofypiedaia e oileetio n
鞄e Fl m apping poptila如 n and 32 indi腎i血als(n o=be
ぬ繭量透視a呈s u s ed fo r m aki喝 FI POP屯まadorl) of e ach
p盈FeぬI euitiv ar 腎 e re e u蜘 a毛ed a nd ev alu a毛ed a =be
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resist anc e, ∈ぎ e盛31S&eng&, C W etl 用 腎eight, H Dheading date,
LS lodgi喝 SCO reS, PH plant height, 罰V tille r rltI 規bef
Trait Ev ahatio rl 壬温eぬod
C D(汲 m) Bas al di弧 eモerofa cul血 fn eaStif edモ野 O ti用 eS aモcross
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ぬe av erage offi v eCtlm sper plan毛
ePR(g) Degreeofthe ctll汲 S馳 ngぬ ぬr a whole pla nt, the
C S(gf)
CW(i)
H D(days)
LS(seore)
P H(c 現)
T N
v alu e 野aS &e ave nge 8f10 0etlm s(seetext)
Degree oftheirldivi血ale由 m streng由,the av er age of
ten ctilm sperplant(see te幻)
The aver age 野 eight offive Cul指S perPiaAt
No of dayst op在Ricle em e rge nce鮎 m Apd11
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stlSeePぬ呈e
腎盈S e V altla毛ed for e a chge n o轡pe, be eatiSe Italia n TyegraS S
is a 急e呈f-in e mpa曲ie an n tlal 琴 e Cies, a nd n o ge no籾ic
replie aモio n swe rea¥ ailable, Allm atedals w ere SO 腎 R O ni 5
Sep毛e mber 1999 in paper Po宅s in a gre enhotlSe a nd
なa nspla n紐di/n毛o 也e毛eldo n15 Octoberi999at ade n si若y
?o
f£堅実of 8e
x60c m. A total e a盛 offlitroge n,pho spho rus,
a ndpo 紐s sitt mperま00m
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闇 a S S tlPPiied.
On ぬe転as皇s 8f ぬe Fe Suits ofpr evio tlSPublishedstudies
(Ohya m a and Ⅰshi真野TO1986;Sugin obu etaま. ま989a, b)汲d
o tlfPrelimin ary s触dy(Z. GA Detal., in pf ePaFatio n), w e
sele eted 蝕e follo 劉 ng な盈i短 tha毛 sho w ed slgnifica nモ
e o 汀ぬ ぬ n 腎iぬ Iodgiag TeSist孤 C e at the c ul毛iv arlev el
fo r e v 盈ぬ盛 o n of lodging re siぬ B C e:pla ntheight 坪H);
c 血 w eigh毛(C W); c uぬ dia m eter(C D); c ulm 甲e ng也
(C S); tiller n tlfnbe r(T N); a nd c ulm pu shing･resIStan C e
(CP R). Allthe s e捜ai毛s ex ceptfo rCP Rw ere evalu ateda勉r
he ading. In addito n, he ading date 卵D) 腎 aS re c o rded,
Lodging score s【(LS)1 - ere ct to 9 - lodged] w e re
e y alu,ated nin etim es, im m ediately a飴 r rainy O r Windy
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dete cted by MapQTL･ The intera et率s betw ee nQT Ls
dete cted w er e n otfot md at this an aly§lS.
Be eause ぬe L S distr butio n § w er e n ot n e T m al, w e
Co ndu cted only the n o npafa m etTic Kru skaトWauis test to
fnd ぬeQTLs a免 ctingLS. Regio n s sho wing signific an c e
盈=he l% 王e¥el are sho 腎n 主n Fig. 3. Eight QT Ls w e re
dete cted in s a mples c ollected o n22 April(1), 18o n2 May
(2),7 o n3 May(3), 14o n13 M ay(4), ll o n14 M ay(5),
17of1 5 May(6),2 on 2 1 May(7),3 o n25 May(8), and
15o n25 Jtin e(9). So m eQT Lsfe yLS w er elo c ated in the
s a m e regio rlS aSQT Ls fo r other&aits, fo r 鉱 a mPle, at
qp Hl-2(L Gl)a 迅dqPH 7(L G7)･ It shotld be n otedthat
m o stQTLsfo rLS w eredete cted o nL G3･ On LG3, SI M
ぬ e eted no QT Ls fo r Other &ai毛s, but C壬M a nd single-
point an alysis(data a
.
ots込o 轡 n)ide ntifieds o m e signifle a nt
m arkersfo r other traits .
ま5 各種
Co 摺篭Iaぬ n be書簡 e e nlodgingre sisfan e e 姐dpla 丑モ
hei霊h電
A n 混ber of ぬ die sha¥ efo ti迅d 也a宅 QT Ls.fo rlodging
fe Sis 奴 e e an畠QTLsfeypl訊 毛heigh毛 a reまi 盛ed 8 rlo e a嘗ed
l温 ぬe sa m e fegio n s宕M 弧 Su f et al. 1993; Ba eke s eモ aL
1995; H急ぎeS et aL 1995; Le e e毛 al. 1996;Tinker et al.
1996;Keuer e毛 aま. ま999;B8m er et al. 2002;Tar
'
a n e毛 al.
28O3). 触 Te §tl鮎 al茎O Sho w ed QTLsfo rL Sare n e arly
i8 e ated毛o Q写Lsfo rPlan嘗height orlLei, LG4, LG5, a nd
L G7･ 王n add呈毛ion, QT Ls for CP R a nd QT Ls for pla nt
hei癖t 腎 eTe n e ar O r O v e rlappd o nL Gi, LG 5, a nd L G6.
Compa riso nbe宮野e e n O n F TeStlts a ndQTL§ relatedt8
呈odg呈ng re siぬ n e ein oぬer Cr ops
The ge n o 迅ie studies of王talianryegrass, n ot o nly m arker
de v elopm entbtt aまs oQT Lan alysis, ha v elagged behiEld
ぬ急患 ofo血er m ajo r e 和PS. The synte ny a m o ng王taiia nrye
gras s, whe aち a nd ric e 野 a SPo inted o utby s e v e rals如dies
紳 n es eモ al. 2002;ho n e eモ al. 2e84), QTL info r mation
p現blished ir1 0蝕er m ajor Crops Stle畠 a s笥為e観 m aiz e, a nd
rie e 轡iil fa eilitate ぬe progress of王talian rye gr assQT L
an alysisin 毛he A1ぬ 陀 . B6 m er et al.(2002)dete eted ぬre e
QTtjS Tela紐dtolodgirlgin 腎he at, tw o o n ehf OrnO SOrn e2
弧d one o n ehm 迅 OSO m e6･ 王n otlr re Sul晩 altho ugh 也e
heもero王og 孤 S 弧 eho rp和be s tiS ed 腎 erelimited, the QTL
regio nfo r C P R, qC PR 6, w a s n apped to L G 6, which
sho w s syn te ny 腎ith chTO m e S O m e6 of腎he at(In 8tle etal.
20 糾き,
L豆gm n 呈S a n孟mpo 勉 丑t e O n Stぬ e nモ ofplan毛 c ell閤 alls
宅困o o re a nd Ha嘘 eld1994). 王tha 畠Iongbeen propo s ed ぬai
重i伊in syn蝕es主s mightbe relatedto 威e m sなe ngih･ Re血 c ed
ii嘉ninまe velsha 嘗e be e n obse TV e速主n b和 W n- midn
'
b m tl毛親 臨
of ‡準ze 宕KLie and 鞘 els o n 1964; KtlC et aL 1968;
Ge醜 n eぬ e隻 al, 199O)a nd a re as so eiatd 腎 姐 fe血 c ed
s電e m s醜 喝趣, Card圭n al et al, 右2003)dete cted 65QT Ls
reま盈音edtofibe r and lignin c o nte n毛in m aiz e, AQT Lofa eid
dete rg宕n竜王ignin TePO虎ed by Cardin alet al. (20O3),fo u nd
n e a r u m C54o n a,hm m 8 SOm e5, 闇 a s n e a rぬeQTL regio n of
C P Ro n L G6 in otir re S屯It
.
To c oueet m ore detailed
info r m atio n of 野n te ny betw e e nthe QT Ls w edete e-ted
wiぬ 蝕o s ein oぬer Crops, m apping Of m 8 r e C O m m O n
m a速efS Stleh as 漫ぎL P o r e 芸Pr eSS ed s eqtle n e ed-tag
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T be abo v e se轡 erlee S 野 望re Se arehd 喝 a圭n St the ntlee-
ot主de ぬ 捻転as es u §i喝 B L A S Talgo r地 m 慧(A_lts cbul ei al.
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